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Avant-propos 

Cette thèse de doctorat a été réalisée au sein de l’IRHS (Institut de Recherche en 

Horticulture et Semences) à Angers, et plus précisément dans les équipes QuaRVeg (Qualité et 

Résistance aux bioagresseurs des espèces légumières) et FungiSem (Pathologies Fongiques 

des Semences). J’ai préparé cette thèse sous la direction de Pascal POUPARD (équipe 

FungiSem) et j’ai bénéficié du co-encadrement de Romain BERRUYER (équipe QuaRVeg) et 

de Latifa HAMAMA (équipe QuaRVeg). 

L’IRHS est né le 1er janvier 2012, suite au regroupement des quatre anciennes UMR 

(Unité Mixtes de Recherche) : GenHort, PaVé, SAGAH et PMS, sous les tutelles de l'INRA, 

d'Agrocampus Ouest et de l'Université d'Angers. L’IRHS conduit des projets de recherche 

visant à résoudre les questions de qualité et santé des produits du végétal spécialisé. Il est 

organisé en trois pôles de recherche travaillant respectivement sur : les rosiers et autres 

espèces ornementales, les fruits à pépins et les légumes, les semences et leurs pathogènes 

associés. Les travaux de thèse que je présenterai ici, complètent l’approche de cartographie et 

de génétique quantitative mise en place dans l’équipe QuaRVeg. Pour l’équipe FungiSem, ils 

complètent les résultats déjà obtenus au cours de la thèse de Cora BOEDO (2009) et permettent 

donc la poursuite de l’étude du déterminisme de l’interaction entre Alternaria dauci et la 

carotte. Les résultats obtenus apportent ainsi une connaissance plus fine de la physiologie de 

l’interaction carotte-A. dauci et du déterminisme génétique de la résistance partielle. 

 

Par ailleurs, cette thèse a été rendue possible grâce au soutien financier de l’Institut 

Fédératif de Recherche « Qualité et Santé du Végétal » (IFR 149 QUASAV). Cet IFR, créé en 

janvier 2008, est devenu au 1er janvier 2012 la Structure Fédérative de Recherche (SFR) 4207 

QUASAV. Le rôle de cette SFR QUASAV est de coordonner et de dynamiser la recherche et 

les partenariats dans le domaine végétal. Dans ce cadre, au cours de cette thèse, une 

collaboration a été initiée avec le laboratoire SONAS (Substances d'Origine Naturelle et 

Analogues Structuraux - EA 921, UFR des Sciences Pharmaceutiques et Ingénierie de la 

Santé, Université d'Angers). Cette collaboration se développe et permet aujourd’hui l’étude 

fine de composés toxiques produits par A. dauci et de leurs effets sur la carotte. 

 

Cette thèse de doctorat a donné lieu à la rédaction du présent mémoire de thèse déposé 

auprès de l’École Doctorale VENAM (Végétal-Environnement-Nutrition-Agroalimentaire-

Mer), ainsi que d’un article publié dans une revue à comité de lecture (Physiological and 

Molecular Plant Pathology), d’un second en préparation et d’un ‘extended abstract’ publié 

suite à la participation à un colloque et auquel s’ajoutera un futur article. Plusieurs 

communications orales et communications affichées lors de congrès ont aussi été réalisées. 
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Introduction générale 

Au cours de leur développement, les plantes sont continuellement soumises à un 

ensemble de bioagresseurs. Ces bioagresseurs, lorsqu’ils provoquent des maladies et dégâts 

aux plantes, peuvent avoir un fort impact sur la production agricole. Cependant, dans le cadre 

d’une agriculture largement intensive, l’usage de produits phytosanitaires est devenu 

quasiment systématique car, en contrôlant ces bioagresseurs, il permet de maintenir un haut 

niveau de productivité. Mais dans un contexte de plus en plus focalisé sur le respect de 

l’environnement et la santé publique, les stratégies de lutte tendent à privilégier des pratiques 

limitant les intrants notamment l’utilisation de pesticides. 

La mise en œuvre de l’objectif de « réduction de moitié des usages des pesticides en 

accélérant la diffusion des méthodes alternatives sous réserve de leur mise au point » du plan 

Ecophyto 2018 renforce la nécessité d’étudier en détail les interactions plantes/agents 

pathogènes afin d’adapter les stratégies de lutte au contexte phytosanitaire. Parmi ces 

méthodes, l’utilisation de variétés résistantes est une des pistes les plus travaillées 

aujourd’hui. Mais encore faut-il que ces résistances soient durables. En effet, des gènes de 

résistance introduits dans des lignées végétales sont devenus inefficaces lorsque l’agent 

pathogène a pu s’adapter et contourner la résistance. Il existe des résistances dites totales, 

contrôlées par un gène et des résistances dites partielles, généralement sous contrôle 

multigénique, auxquelles nous allons nous intéresser plus particulièrement. 

Afin de développer des stratégies innovantes d’utilisation et de gestion de ces résistances 

partielles, il est nécessaire de comprendre les mécanismes qui y sont associés. En effet la 

connaissance de ces mécanismes pourrait permettre de mieux raisonner le choix des facteurs à 

associer, selon l’hypothèse que la diversité des mécanismes limiterait la vitesse d’adaptation 

des populations pathogènes. Or, les mécanismes associés aux résistances partielles restent 

encore largement méconnus. Le travail qui est présenté ici s’inscrit dans cette démarche de 

compréhension des mécanismes de résistance partielle et plus particulièrement ceux de la 

carotte face à Alternaria dauci, champignon pathogène responsable de l’alternariose ou 

brûlure foliaire. 

 

La carotte (Daucus carota L.) est le légume racine le plus consommé dans le monde et 

arrive en seconde place parmi les productions légumières en France ; sa production mondiale 

est en constante progression. Cependant, les producteurs de carotte de consommation ou de 

carotte porte-graine doivent faire face à des épidémies de brûlure foliaire qui peuvent détruire 

partiellement ou intégralement leurs cultures. 

Alternaria dauci cause des nécroses brunes sur l’ensemble des organes aériens ce qui 
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engendre le flétrissement de l’ensemble du feuillage et la destruction de celui-ci. A. dauci est 

considéré comme l’un des agents pathogènes les plus importants en production de carottes car 

en fragilisant le feuillage, il empêche la récolte mécanique qui s’effectue par préhension des 

fanes. A. dauci peut être transmis par les semences de carotte, ce qui en fait un agent 

pathogène également redouté des agriculteurs-multiplicateurs de semences. 

C’est dans ce contexte que les sélectionneurs de l’espèce cherchent depuis plusieurs 

décennies à développer des variétés résistantes à la brûlure foliaire. Il n’existe actuellement 

aucune variété commerciale totalement résistante à cet agent pathogène et les travaux de 

sélection se poursuivent dans différents pays. La résistance de la carotte vis-à-vis d’A. dauci 

n’étant pas contrôlée par un ni plusieurs gènes majeurs, une des voies les plus prometteuses 

est d’orienter les recherches vers une stratégie de cumul de résistances partielles dans un 

même génotype. Des sources de résistances partielles et polygéniques sont identifiées mais les 

mécanismes de cette résistance partielle sont mal connus. 

Afin de pouvoir les étudier plus en détail, plusieurs approches sont actuellement utilisées 

au sein du laboratoire. L’équipe QuaRVeg, travaillant en collaboration avec les sociétés 

semencières Vilmorin et HM-Clause sur la caractérisation de la résistance de la carotte à A. 

dauci, a mis en évidence des QTL de résistance ; ces travaux ont confirmé la nature 

polygénique de la résistance. L’équipe FungiSem, quant à elle, travaille sur les déterminants 

de l’interaction du coté de l’agent pathogène. À long terme, ces travaux permettront 

d’améliorer les conditions de mise en place de la lutte génétique via l’utilisation de sources de 

résistance partielle et durable vis-à-vis d’A. dauci. Cependant la mise en œuvre de ce 

programme de sélection nécessite de pouvoir formuler des hypothèses sur les fonctions 

biologiques sous-jacentes à l’action des QTL identifiés. Il devient donc nécessaire d’acquérir 

des connaissances précises sur les déterminants moléculaires de l’interaction plante-

pathogène. Cette thèse s’inscrit donc dans une thématique axée sur la caractérisation de gènes 

impliqués dans la résistance. 

 

Lors de l’interaction entre une plante et un bioagresseur, un dialogue moléculaire s’initie 

et oriente les réactions des deux organismes. Une plante peut, par exemple synthétiser de 

façon constitutive (phytoanticipines) ou suite à la détection d’un agent pathogène 

(phytoalexines) des composés qui auront une action à l’encontre du bioagresseur, on parle 

alors de molécules de défense. De son coté, l’agent pathogène possède un arsenal métabolique 

lui permettant de s’installer sur une plante hôte. Mais ces composés toxiques pour la plante 

peuvent être contrés par celle-ci et ainsi elle sera capable d’annuler leurs effets. Par ailleurs, 

dans l’objectif d’amélioration variétale, l’expérimentateur distingue les lignées sensibles à 

l’agent pathogène et celles qui lui sont résistantes. La différence entre une plante résistante et 

une plante sensible a une origine génétique, la variation de séquence ou de niveau 

d’expression de gènes influant sur cette capacité de résistance. Certains gènes sont connus 

pour leur rôle dans des interactions entre des organismes végétaux et des agents pathogènes 

nécrotrophes. 
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Les travaux présentés dans cette thèse ont pour objectif de mieux comprendre les 

mécanismes de défense de la carotte face à A. dauci. Le document est construit en quatre 

chapitres. Afin de situer la problématique et le contexte scientifique et socio-économique, une 

synthèse bibliographique permet de faire le point sur les connaissances actuelles concernant le 

pathosystème étudié ainsi que les mécanismes de résistance et de défense des plantes face à 

une agression pathogène (Chapitre I). 

Les travaux développés ont visé, dans un premier temps, à appréhender le rôle de 

molécules de défense produites par la carotte dans la résistance face à A. dauci. Nous avons 

effectué un dosage de ces molécules chez des plantes inoculées avec le champignon et mesuré 

l’impact de ces molécules sur le développement du champignon (Chapitre II). 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés au lien entre la résistance des 

plantes face au champignon et la résistance des cellules végétales aux composés toxiques 

produits par le champignon. La résistance à ces composés toxiques a été testée en étudiant le 

comportement de cultures cellulaires de carotte mises en contact avec des extraits de culture 

du champignon (Chapitre III). 

Enfin, nous avons mené une approche avec a priori en étudiant, chez la carotte, des gènes 

de défense et de transduction du signal liés à la voie de l’acide jasmonique. D’une part, nous 

avons réalisé une analyse de l’expression de ces gènes en réponse à l’inoculation de la plante 

par le champignon, d’autre part, nous avons recherché des SNPs (Single-Nucleotide 

Polymorphism) au sein de ces gènes afin de mettre en évidence du polymorphisme entre 

génotypes sensibles et génotypes partiellement résistants (Chapitre IV). Ces résultats sont 

exploités dans le travail de cartographie de la résistance partielle actuellement réalisé dans 

l’équipe QuaRVeg. 

 

  

« Pour la carotte, le lapin est la parfaite incarnation du Mal. » 
Robert Sheckley 
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Chapitre I :   

Synthèse bibliographique 
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1. La plante hôte : la carotte 

1.1. Description botanique 

1.1.1. Description et identification 

La carotte est une plante de taille moyenne (0,6 à 2 m au moment de la floraison). Nous 

la connaissons pour sa racine pivotante développée en organe de réserve (Fig. 1), charnue, 

cassante, pigmentée (rarement blanche), agréable au goût et non ramifiée (en sol meuble, sans 

obstacle) (Reduron, 2007). Les feuilles sont minces, souvent mates, avec un pourtour 

triangulaire (Fig. 1). Elles sont très divisées-pennées, à divisions écartées très allongées, 

étroites, linéaires ou lancéolées-linéaires (Reduron, 2007). Les inflorescences sont constituées 

de grandes ombelles composées de fleurs blanches jaunâtres, allogames et protandres1, 

regroupées en ombellules. Chaque fleur est constituée de cinq sépales, cinq pétales, cinq 

étamines et deux carpelles (Tirilly et Bourgeois, 1999). La présence d’une fleur pourpre 

centrale est très variable chez la sous-espèce sativus (Fig. 1). Lors de la maturation des fruits, 

les rayons de l’ombelle se referment en urne (Reduron, 2007). Le fruit (communément appelé 

graine de façon abusive) est un diakène albuminé de forme elliptique (Fig. 1) (Tirilly et 

Bourgeois, 1999). 

La carotte est une plante diploïde et possède 2n = 18 chromosomes, aucune modification 

de ploïdie ne semble avoir joué un rôle dans la différenciation de la forme cultivée (Chaux et 

Foury, 1994). Son génome a une taille de 473 Mbp (génome haploïde ; Arumuganathan et 

Earle, 1991), ce qui est quatre fois celui d’Arabidopsis thaliana, égal à celui du riz (Oryza 

sativa) et la moitié de celui de la tomate (Solanum lycopersicum). La taille de sa carte 

génétique est estimée à 900 cM (Vivek et Simon, 1999). 

Jusqu’à très récemment, peu de données moléculaires étaient disponibles concernant la 

carotte (Cavagnaro et al., 2008). Des séquences issues d’un projet de transcriptome ont 

seulement été publiées depuis peu (Iorizzo et al., 2011). Le séquençage de son génome est en 

                                                 
1 Se dit d'une fleur dont les anthères sont mûres avant les stigmates. 
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cours dans le cadre d’un projet confidentiel établi au niveau mondial entre plusieurs firmes 

semencières et quatre laboratoires de recherche publique, dont l’équipe ‘QuaRVeg’ de l’IRHS. 

 

 
 

La carotte est utilisée pour l’alimentation, c’est son utilisation la plus connue 

(consommation de sa racine). Mais on peut noter que l’huile essentielle de carotte, par 

distillation des semences, est employée en parfumerie et aromathérapie. Le carotol (alcool 

sesquiterpénique) est le composant majoritaire de l’huile, qui contient également du daucène, 

de l’α-pinène, du limonène, du sabinène, de l’acétate de géranyle… (Gonny et al., 2004 ; 

Reduron, 2007 ; Staniszewska et al., 2005). 

Parmi les autres usages marginaux, on peut aussi mentionner son emploi comme plante 

tinctoriale, par exemple pour colorer le beurre ou certains fromages (Bergeret et al., 1909 in 

Reduron, 2007). Plus récemment, la production de pigments alimentaires à partir de la racine 

de carotte, notamment des variétés à chair violette, s’est développée (Downham et Collins, 

2000 ; Geoffriau, com. pers.). 

Figure 1 : Plant de carotte adulte. Reproduction d'une peinture du botaniste suédois Carl Axel Magnus 
Lindman (1856-1928), extraite de son livre ‘Bilder ur Nordens Flora’ (1901-1905) (Wikipédia [Internet]). 



 

1.1.2. Taxonomie

La carotte (Daucus carota

à la famille des Apiacées (Apiaceae

vaste et complexe famille comprend environ 

Downie, 1996). Les relations phylogénétiques établies anciennement sur la base de

morpho-anatomiques ont été plusieurs fois remaniées grâce à l’utilisation de nouveaux types 

de données issues de la biologie moléculaire (

Au sein des Apiacées, l

économique, même si l’on y retrouve 

graveolens L.), le fenouil (Foeniculum vulgare

bulbosum L.), le panais (Pastinaca sativa

coriandre (Coriandrum sativum

graveolens L.), le cerfeuil (Anthriscus cerefolium

crispum (Mill.) Fuss) (Rubatzky 

Le genre Daucus comprend 

répandue (Reduron, 2007). Daucus carota

la trouve surtout dans des zones incultes

littoral jusqu’à 1 500 m d’altitude

européennes, périméditerrané

(Reduron, 2007). 

La taxonomie de l’espèce 

deux sous-groupes infraspécifiques ou agrégats

morphologiques (Fig. 2) : 

• D. carota subsp. agg. 

maritimes ou situées à l’intérieur des terres.

• D. carota subsp. agg. 

épaisses, essentiellement 

 

L’agrégat gummifer comprend sept

Figure 2 : Schéma global de l’organisation du 
2007). L’isolement du sous-groupe F 
la séparation des carottes cultivées (A, B, C) et sauvages (D, E) apparait bien. Au sein des cultivées, les 
carottes à racine orange (A) et les carottes orientales (C) sont reliées par un groupe intermédiaire (B).
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Taxonomie 

Daucus carota L.) est une plante bisannuelle de climats tempérés, appartenant 

Apiaceae), anciennement appelée famille des Ombellifères. Cette 

xe famille comprend environ 445 genres et 3 700 espèces (

. Les relations phylogénétiques établies anciennement sur la base de

anatomiques ont été plusieurs fois remaniées grâce à l’utilisation de nouveaux types 

de données issues de la biologie moléculaire (Le Clerc, 2001). 

Au sein des Apiacées, la carotte est l’espèce qui revêt la plus grande importance 

économique, même si l’on y retrouve d’autres espèces cultivées comme 

Foeniculum vulgare Mill.), le cerfeuil tubéreux (

Pastinaca sativa L.), l’angélique (Angelica archangelica 

Coriandrum sativum L.), le cumin (Cuminum cyminum L.), l’aneth (

Anthriscus cerefolium (L.) Hoffm.) et le persil (

Rubatzky et al., 1999). 

comprend 22 espèces, parmi lesquelles Daucus carota

Daucus carota est une espèce indigène, commune

zones incultes, des prairies sèches au sol sableux ou caillouteux, du 

500 m d’altitude. L’aire de répartition de D. carota comprend les régions 

européennes, périméditerranéennes et se prolonge à l’Est jusqu’aux portes de l’Himalaya 

La taxonomie de l’espèce Daucus carota est assez complexe, on distingue notamment 

groupes infraspécifiques ou agrégats, construits sur la base de caractères 

subsp. agg. carota, regroupe des plantes à port élancé et dressé, elles sont 

maritimes ou situées à l’intérieur des terres. 

subsp. agg. gummifer, comprend des plantes à port trapu, 

épaisses, essentiellement présentes sur le littoral. 

 

comprend sept sous-espèces, tandis que l’agrégat 

Schéma global de l’organisation du complexe Daucus carota (d’après Small, 1978
groupe F « gummifer » est particulièrement net. Dans le sous

la séparation des carottes cultivées (A, B, C) et sauvages (D, E) apparait bien. Au sein des cultivées, les 
carottes à racine orange (A) et les carottes orientales (C) sont reliées par un groupe intermédiaire (B).
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comme le céleri (Apium 

Mill.), le cerfeuil tubéreux (Chaerophyllum 

Angelica archangelica L.), la 

L.), l’aneth (Anethum 

(L.) Hoffm.) et le persil (Petroselinum 

Daucus carota est la plus 

, commune en Europe. On 

, des prairies sèches au sol sableux ou caillouteux, du 

comprend les régions 

ennes et se prolonge à l’Est jusqu’aux portes de l’Himalaya 

, on distingue notamment 

, construits sur la base de caractères 

à port élancé et dressé, elles sont 

à port trapu, aux feuilles plus 

 

tandis que l’agrégat carota en 

Small, 1978 in Reduron, 
est particulièrement net. Dans le sous-groupe « carota », 

la séparation des carottes cultivées (A, B, C) et sauvages (D, E) apparait bien. Au sein des cultivées, les 
carottes à racine orange (A) et les carottes orientales (C) sont reliées par un groupe intermédiaire (B). 
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comprend six dont la sous-espèce sativus regroupant l’ensemble des carottes cultivées 

(Reduron, 2007). Au sein de cette sous-espèce sativus, on distingue encore deux sous-

ensembles ou variétés au sens botanique (Small, 1978 ; Reduron, 2007) : 

• les carottes à anthocyanes ou carottes dites de l’Est (D. carota subsp. sativus var. 

atrorubens). 

• les carottes à carotènes ou carottes dites de l’Ouest (D. carota subsp. sativus var. 

sativus). 

 

 

1.1.3. Origine et histoire de la carotte cultivée 

1.1.3.1. Une plante médicinale antique 

Tout comme de nombreuses Apiacées, les semences de carottes sont aromatiques et 

durant l’antiquité elles ont été utilisées comme épice ou plante médicinale (Simon et al., 

2008), ceci constitue vraisemblablement la première utilisation de la plante (Reduron, 2007). 

Chez les Grecs et les Romains, il a été rapporté la consommation d’Apiacées à racine 

blanches, mais il s’agirait en fait de panais (Rubatzky et al., 1999). 

 
1.1.3.2. Domestication en Asie centrale 

Au contraire de la carotte sauvage européenne actuelle qui possède une racine très peu 

charnue, fibreuse et désagréable au goût (Reduron, 2007), les populations naturelles 

d’Afghanistan présentent des racines plus charnues, de couleur violet clair jusqu’à noir 

(présence d’anthocyanes). Le centre de diversification principal de l’espèce Daucus carota est 

donc situé en Afghanistan, au pied des montagnes de l’Himalaya et de l’Hindu Kush 

(Mackevic, 1929 ; Banga, 1963). 

La domestication aurait consisté à sélectionner des plantes à racine plus charnue, moins 

fibreuse et moins ramifiée. La carotte jaune, souvent présente dans les mêmes régions que la 

carotte pourpre, est considérée comme une forme dérivée (mutants jaunâtres dépourvus 

d’anthocyanes) de celle-ci (Banga, 1963). La datation de la domestication reste imprécise, 

même si la présence de carottes cultivées pourpres ou jaunes est avérée en Perse (actuel Iran) 

au Xe siècle (Laufer, 1919). 

La zone de culture de la carotte cultivée s’est par la suite étendue vers l’Ouest jusqu’en 

Europe. On note ainsi la présence de carottes au Moyen-Orient et en Afrique du Nord au XI
e 

siècle puis en Espagne au XII
e siècle, en France, en Allemagne et aux Pays-Bas au XIV

e siècle 

et en Angleterre au XV
e siècle (Banga, 1963 ; Clotault, 2009). 

 

1.1.3.3. Un centre de diversification secondaire en Europe 

Les premières carottes cultivées en Europe possédaient de longues racines de couleur 

jaune ou pourpre. Les carottes violettes étaient populaires en raison de leur saveur douce mais 

« tachaient » les bouillons et les soupes, c’est pourquoi le type jaune fut rapidement préféré 

(Chaux et Foury, 1994 ; Simon et al., 2008). Ce n’est qu’à la fin du XVII
e siècle, que l’on 
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mentionne l’existence d’une variété de carotte blanche sans doute dérivée des types jaunes ou 

pourpres (Banga, 1963), confirmée par des analyses de la structuration de la diversité 

génétique (Clotault, 2009). 

L’origine de la carotte orange est assez mal connue, mais les premières indications de 

l’existence de carottes oranges résident dans des tableaux de peintres flamands du XVII
e siècle 

(Pitrat et Foury, 2003 ; Clotault, 2009). Banga (1963) considère que la carotte orange 

dériverait de la carotte jaune, sélectionnée à partir de carottes jaunes à taux de carotène élevé. 

Au fil des siècles, ce type de carotte a été sélectionné pour donner une racine de couleur de 

plus en plus foncée qui a finalement remplacé la carotte jaune. 

 

1.1.3.4. Une autre évolution en Asie du Sud-Est 

L’expansion de la carotte vers l’Asie du Sud-Est est moins documentée (Clotault, 2009) ; 

un type rose à rougeâtre serait apparu en chine au XVIII
e siècle. Des variétés orange 

occidentales auraient par la suite été introduites au Japon depuis l’Europe et les États-Unis. 

Cet apport a été suivi de nombreux croisements entre les carottes occidentales et les carottes 

orientales. Des cultivars japonais ont aussi directement été créés à partir de sélection de 

matériel occidental, par exemple le type ‘Kuroda’ (Takagi et al., 2007). 

 

1.1.3.5. Le monopole de la carotte orange 

En Europe, la carotte pourpre, même si elle ne disparait pas, connait un déclin important 

après le XIX
e siècle. La carotte jaune reste encore très utilisée au début du XIX

e siècle puis est 

progressivement supplantée par la carotte orange. Ce succès de la carotte orange 

s’expliquerait par une teinte plus désirable, notamment après cuisson (Reduron, 2007). 

Presque toutes les variétés modernes actuelles dérivent de deux types de carottes oranges 

probablement apparus au XVII
e siècle aux Pays-Bas : le type ‘Long Orange’, de gros calibre, et 

le type ‘Horn’, plus fin. 

De nombreux cultivars orange sont apparus au fil du temps, avec en particulier une 

diversification des formes de racine. Bénéficiant d’une rapide et large diffusion, la carotte 

potagère s’est rapidement diversifiée en variétés locales répondant à des modes de culture et à 

des situations variées (Pitrat et Foury, 2003 ; Doré et Varoquaux, 2006). 

 

 

1.2. Cycle de vie de la carotte cultivée 

1.2.1. Première année : le développement végétatif 

1.2.1.1. Stades de développement 

Durant la première année qui suit la germination de la graine, le développement de la 

plante est strictement végétatif (feuilles, racine). Pour la carotte de consommation, la récolte 

s’effectue au cours de cette phase végétative (Péron, 2006), qui peut être découpée en trois 
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stades clés (Fig. 3) : 

• levée et installation : c’est la phase correspondant à la sortie des cotylédons et des 

deux premières feuilles, ainsi qu’à la plongée dans le sol d’une fine racine primaire. 

• développement du feuillage : les feuilles, disposées en rosette, assurent la migration 

des réserves vers la racine. 

• tubérisation : au cours de cette phase, la croissance de la plante ne concerne 

pratiquement plus que la racine qui s’épaissit. 

 

 
 

La tubérisation commence par le haut de la racine et finit par la pointe. Elle ne s’opère 

que dans la partie supérieure de la racine et concerne une longueur bien définie, de 4-5 cm 

pour les carottes courtes à 25-30 cm pour les types longs (Chaux et Foury, 1994). On nomme 

« maturité biochimique » le stade où l’accumulation simultanée du carotène et des sucres 

solubles est maximale. La maturité biochimique correspond également au moment où 

l’extension diamétrale de la racine est à son maximum (Phan et Hsu, 1973). 

 
1.2.1.2. La racine, partie consommée de la carotte 

La partie consommée correspond à la racine de la plante, récoltée au cours ou à l’issue de 

la phase végétative. Elle présente une partie centrale (xylème) et une partie extérieure charnue 

(phloème). L’intérêt alimentaire de cette racine porte sur son goût, sa couleur, mais aussi ses 

caractéristiques nutritionnelles (Aubert et Bonnet, 1977 ; Tirilly et Bourgeois, 1999). 

De nombreux composés peuvent interagir dans la perception du goût. Parmi ceux-ci, les 

sucres (saccharose, glucose, fructose), les terpénoïdes qui contribuent à l’âpreté (goût typique 

de la carotte) et les polyphénols sont les plus influents sur la perception de la saveur 

(Alasalvar et al., 2001 ; Le Clerc, 2001). 

La carotte orange est le type largement dominant dans nos habitudes de consommation, 

mais d’autres couleurs existent. Ces différences de couleur s’expliquent toutes par des 

différences de teneur en caroténoïdes, hormis la carotte pourpre dont la couleur est due à la 

Figure 3 : Les stades de développement de la carotte (UNILET [Internet]). 
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présence d’anthocyanes. Les carottes blanches quant-à-elles, n’accumulent pas de pigments 

(Clotault et al., 2008 ; Clotault, 2009). 

Le type orange est généralement le plus riche en caroténoïdes totaux (~15 mg/100 g de 

Matière Fraîche (MF)). Les carottes roses et jaunes possèdent respectivement des teneurs en 

caroténoïdes totaux de ~10 mg/100 g MF et ~0,7 mg/100 g MF. Les types pourpres originels 

auraient un profil de caroténoïdes similaire à celui du type jaune (Nicolle et al., 2004 ; 

Clotault, 2009). Les deux caroténoïdes majoritaires chez la carotte orange sont le β-carotène 

(3-13 mg/100 g MF) et l’α-carotène (1,2-7,5 mg/100 g MF). La lutéine est aussi présente mais 

en plus faible quantité (0,3-1 mg/100 g MF) (Nicolle et al., 2004 ; Clotault, 2009). 

De plus en plus d’intérêt est porté aux composés nutraceutiques de la racine, c’est-à-dire 

aux composés pouvant être bénéfiques pour la santé. Ainsi la carotte représente un aliment 

intéressant pour sa teneur en composés antioxydants, principalement les anthocyanes ou 

l’acide chlorogénique mais aussi les caroténoïdes (Sun et al., 2009). La forte teneur en 

caroténoïdes, notamment le β-carotène, est très intéressante, car ce β-carotène ou 

provitamine A, sera transformée par le métabolisme humain en vitamine A. 

 

 

1.2.2. Deuxième année : la phase reproductive 

La seconde année de son développement, après avoir subi les basses températures de 

l’hiver (vernalisation), la plante utilise les réserves de sa racine tubérisée pour former une 

hampe florale constituée de plusieurs ramifications (Villeneuve et Leteinturier, 1992a). 

Après la vernalisation, permettant l’induction florale, la plante atteint le stade montaison 

qui bloque totalement la croissance en épaisseur de la racine et permet le développement 

d’une tige florifère. La durée de cette vernalisation est très variable selon les cultivars 

(Reduron, 2007). L’initiation de la montaison est obtenue après 40 à 60 jours de températures 

inférieures à 10 °C (Villeneuve et Leteinturier, 1992a). 

La floraison est estivale ; la durée de cette floraison est de 7 à 10 jours pour une ombelle 

donnée, mais de 30 à 50 jours pour la plante entière (Rubatzky et al., 1999). La fécondation 

est entomophile et elle est liée à une attractivité chimique prépondérante (composés volatils). 

Elle permet un fort niveau d’allogamie (Le Clerc, 2001) et elle est corrélée avec une forte 

vigueur hybride (hétérosis) (Rubatzky et al., 1999). L’allogamie est aussi renforcée par un 

caractère protandre marqué : la séparation des phases mâles et femelle est complète sur la 

fleur et sur l’ombelle (Reduron, 2007). Cependant, les deux phases se recouvrent sur la plante 

entière autorisant une géitonogamie2 (Koul et al., 1989). La floraison des ombelles est 

échelonnée dans le temps. Enfin il existe, chez la carotte, des phénomènes 

d’autoincompatibilité partielle. De plus, les semences autopollinisées sont de moindre qualité 

(Rubatzky et al., 1999). En conséquence, s’il est possible de réaliser des autofécondations, il 

est bien plus difficile d’obtenir des lignées pures au sens strict du terme. 
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L’interfécondité entre les carottes sauvages (var. carota) et cultivées (subsp. sativus) a été 

maintes fois constatée ; elle est suffisamment effective pour rendre délicate la production de 

semences de carotte à proximité de populations sauvages (Reduron, 2007). 

Une plante produit entre 1 000 et 40 000 semences ; la complète maturation des semences 

intervient 44 jours au moins après la floraison, 50 à 55 jours après la première fleur (Reduron, 

2007). La durée de conservation des semences est de quatre ans (Tirilly et Bourgeois, 1999). 

Ces semences peuvent présenter une forte dormance ; la levée de dormance exige un 

minimum de 3 mois après le stade « fruit sec », les semences des plantes sauvages sont plus 

dormantes que celles des variétés cultivées (Reduron, 2007). 

 

 

1.3. Culture et production 

1.3.1. Exigences pédoclimatiques 

Le climat océanique doux et humide est favorable à une bonne croissance de la carotte et 

une tubérisation de sa racine. Les basses températures sont préjudiciables à la formation du 

carotène et donc à une coloration correcte de la racine (phénomène souvent observé en culture 

de primeur). Après tubérisation, la racine résiste à des températures de -3 °C à -4 °C. Les 

températures optimales de croissance sont comprises entre 16 et 18 °C (Péron, 2006). 

La carotte nécessite, pour former des racines longues, droites et de belle qualité, des sols 

profonds et meubles, fertiles, doués d’une bonne capacité de rétention en eau et exempts de 

pierres ou de mottes pouvant entrainer la déformation de la racine. Les sols légers, frais, 

sableux à sablo-limoneux, profonds, non battants et bien drainants sont les plus favorables à 

une production de carotte de qualité. Le pH optimal se situe à 6,5 (Péron, 2006). 

La carotte craint les excès d'eau en hiver qui peuvent entraîner des disparitions de plants 

par pourritures racinaires. Elle est également sensible à la salinité, au déséquilibre calcium-

magnésium et à la présence de matière organique fraîche (Péron, 2006). 

 

 

1.3.2. Diversité des productions 

Il existe une segmentation du marché de la carotte en fonction de la destination des 

racines produites. On distingue classiquement la carotte pour la vente en frais (primeur, de 

saison ou de garde) et la carotte d’industrie destinée en majeure partie à la conserve appertisée 

(petites carottes pour mélange pois-carotte, grosses carottes pour macédoine de légumes), 

avec une part croissante du surgelé (purées, rondelles, jardinières de légumes) (Villeneuve et 

Leteinturier, 1992b ; Péron, 2006 ; UNILET [Internet]). 

                                                                                                                                                         
2 Pollinisation d'une fleur avec le pollen d'une autre fleur provenant de la même plante. 
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Une portion anecdotique de la production de carotte est utilisée en fourrage pour 

l’alimentation animale, il s’agit typiquement de grosses carotte jaunes ou blanches telles que 

‘Jaunes obtuse du Doubs’ ou ‘Blanche à collet très hors de terre’ (Villeneuve et Leteinturier, 

1992b). À cette diversité des produits correspond une diversité des itinéraires techniques 

(semis, récolte) et des types variétaux employés. 

 

 

1.3.3. Itinéraire phytotechnique 

En Europe occidentale, les semis s’effectuent d’octobre-novembre à janvier-février pour 

la carotte de primeur sous abris, de mars à juin-juillet pour la carotte de saison et de mi-mars à 

mi-avril pour la petite carotte d’industrie (Péron, 2006). La carotte est semée à forte densité : 

1,8 million de graines/ha pour les carottes à destination du marché de frais, 2,5 million/ha 

pour les petites carottes et 1 million/ha pour les grosses carottes (Villeneuve et Leteinturier, 

1992b ; Rubatzky et al., 1999). Il existe un lien très fort entre la densité à la récolte et le 

calibre des racines (Villeneuve et Leteinturier, 1992b). 

La durée du cycle de production est de 85 à 115 jours pour la jeune carotte, de 180 à 210 

jours pour les grosses carottes (semis en avril-mai), voire 250 dans les zones non gélives où 

elles passent une partie de l’hiver au champ (UNILET [Internet]). 

Lors de la culture, une fumure minérale est recommandée mais ne doit pas être excessive 

au risque d’obtenir un développement important du feuillage au détriment des racines 

(Villeneuve et Leteinturier, 1992a). 

 

 
 

Les récoltes s’étalent aussi sur toute l’année, elles débutent début mai pour la carotte 

Figure 4 : Récolte de carotte par préhension du feuillage. Photographie prise lors de la 32nd International 
Carrot Conference, Arcachon, France, septembre 2007 (cliché personnel). 
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primeur. Pour les carottes de saison (marché de frais et transformation), elles ont lieu de mai-

juin à mai de l’année suivante, selon les régions (Péron, 2006). En régions non gélives, 

l’arrachage se fait au fur et à mesure des besoins (conservation hivernale au champ). Ailleurs, 

l’arrachage est réalisé à maturité et les racines sont stockées en chambre froide. 

Deux types de machines sont utilisés pour la récolte (Villeneuve et Leteinturier, 1992b ; 

Péron, 2006) : (i) des machines opérant par préhension du feuillage (Fig.4), cette technique 

abime moins les racines et permet donc une meilleure conservation (Chaux et Foury, 1994), 

elle est donc préférentiellement utilisée pour le marché de frais, (ii) des machines opérant par 

soulèvement des racines, utilisées pour la récolte des grosses carottes d’industrie. 

Les rendements en t/ha se situent autour de 40 à 60 pour la carotte primeur, de 40 à 70 

pour la carotte de plein champ pour la vente en frais, et de 30 à 40 pour la petite carotte de 

transformation (Péron, 2006). 

 

 

1.3.4. Diversité des types cultivés 

L’évolution des cultivars de carotte en Europe a été continue pendant 400 ans durant 

lesquels plusieurs centaines de variétés locales et plus largement de variétés-populations ont 

été sélectionnées. La diversification variétale du type orange a abouti à une variabilité 

importante pour la forme (Fig. 5), l’aptitude à la culture et la précocité puis plus tard la 

coloration. Quarante variétés sont ainsi connues en 1925 en France (Pitrat et Foury, 2003). 

 

 

Figure 5 : Formes typiques de la racine de carotte. La première ligne correspond aux types européens 
originaux, les deux dernières correspondent aux principaux types cultivés dans le monde actuellement 
(Simon et al., 2008). 
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Les progrès des techniques culturales et les exigences commerciales des années 1950 ont 

généré un besoin d’uniformisation. Les sélectionneurs y ont répondu par la création 

d’hybrides. Ces hybrides F1 ont abouti à des variétés plus homogènes, plus précoces, plus 

résistantes aux pathogènes et au rendement plus élevé (Pitrat et Foury, 2003). Les premiers 

hybrides (‘Tancar’ et ‘Nandor’) ont été inscrits au catalogue officiel des variétés en 1977. En 

1999, 93% des variétés d’obtenteurs étaient des hybrides, beaucoup plus homogènes que les 

variétés-populations jusqu’alors cultivées. 

Les hybrides de type ‘Nantes’ sont aujourd’hui cultivés toute l’année et représentent la 

majorité des types de carotte utilisés pour le marché de frais en Europe (Simon et al., 2008). 

D’autres types européens restent utilisés, dans une moindre mesure : ‘Chantenay’, ‘Danvers’, 

‘Paris Market’, ‘Flakkee’, ‘Berlicum’ et ‘Amsterdam’ (Simon et al., 2008). Le type 

‘Amsterdam’ est également vendu en bottes pour le marché de frais mais surtout en tant que 

carotte d’industrie pour les mélanges pois-carotte. 

Bien que dominant, le type ‘Nantes’ n’est pas le seul cultivé à grande échelle au niveau 

mondial. En effet, les formes de carotte les plus appréciées varient d’un continent à un autre. 

Ainsi, pour le marché de frais, le consommateur français est surtout demandeur du type 

‘Nantes’. Le type ‘Imperator’ est quant à lui, le principal type de production en frais aux 

États-Unis et en Australie. On retrouve à cette même position le type ‘Kuroda’ en Asie. Le 

type ‘Brasília’, issu d’une combinaison de fonds génétiques variés, est spécifique de 

l’Amérique du Sud (Simon et al., 2008). 

Tous ces types dérivent de types européens ancestraux (cf. § 1.1.3.5. Le monopole de la 

carotte orange). Au Brésil, avant le développement de cultivars adaptés aux conditions 

tropicales et subtropicales, la culture de la carotte était restreinte au sud du pays car les 

conditions environnementales et climatiques induisaient souvent la floraison des plantes (le 

cycle devenant annuel). À la fin des années 1950, le premier programme de sélection 

brésilienne a été initié avec comme objectif principal une adaptation de cette culture aux 

conditions brésiliennes avec un focus sur la résistance à l’alternariose (Simon et al., 2008). Le 

type ‘Brasilia’ actuel est né de ces travaux. 

Afin de conserver cette diversité, des collections de ressources génétiques se sont mises 

en place dans plusieurs pays comme la France, les États-Unis, le Royaume-Uni, l’Allemagne, 

le Brésil ou la Corée (Simon et al., 2008). La sauvegarde des accessions françaises s’est 

organisée depuis 1996 sous la forme du réseau de ressources génétiques « Carotte et autres 

Daucus », coordonné par Agrocampus-Ouest – Centre d’Angers (Briard et al., 2007 ; 

Geoffriau, com. pers.). 
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1.4. Importance économique 

1.4.1. Contexte mondial 

La culture de la carotte s’est développée dans toutes les zones tempérées du globe, et 

particulièrement en Europe, où sa production bénéficie de conditions favorables. La carotte 

est cultivée jusque dans les zones subtropicales, durant la saison fraîche (Chaux et Foury, 

1994). D’un point de vue économique, la carotte fait partie des dix cultures légumières les 

plus importantes dans le monde, en termes de surface de production et de valeur marchande 

(Simon et al., 2008). 

La carotte, par sa valeur nutritionnelle, ses modes de consommation simples et variés, 

ainsi que par son prix modéré, est le légume racine le plus consommé dans le monde (Chaux 

et Foury, 1994). Sa production mondiale est en constante progression et atteint, pour l’année 

2010, les 33,7 millions de tonnes3 sur une superficie d’environ 1,2 millions d’hectares à 

travers le monde (FAOSTAT [Internet]). L’Union Européenne (UE) (5,2 million de tonnes) est 

le deuxième producteur mondial après la Chine. Cinq pays (Chine, États-Unis, Russie, 

Ouzbékistan et Pologne) produisent 60 % du volume mondial, la France étant à la 11e position 

avec 525 000 t sur 12 810 ha (FAOSTAT [Internet] ; FranceAgriMer [Internet]). 

Par ailleurs la France est, avec les États-Unis, l’un des deux plus importants pays 

producteurs de semences de carotte. En 2011, 2 853 ha y étaient consacrés pour la production 

de semences (Gnis [Internet]). Dans les années 2000, le commerce des semences de carotte au 

niveau mondial représentait une valeur d’environ 100 millions de dollars (Simon et al., 2008). 

 

 

1.4.2. Contexte national 

En France, la carotte est cultivée sur tout le territoire, dans le jardin familial, en 

maraichage ainsi qu’en cultures intensives de plein champ. L’essentiel des cultures se trouve 

concentré sur un nombre limité de bassins (Fig. 6). 

Le bassin majeur de production est la région Aquitaine en particulier pour la carotte 

primeur (FranceAgriMer [Internet]). Le reste de la production nationale se situe 

essentiellement en Picardie, en Basse-Normandie, en Champagne-Ardenne, en Bretagne et 

dans le Nord-Pas-de-Calais. 

Les volumes destinés à l’industrie de transformation se concentrent pour la majorité en 

Picardie (100 % de la récolte régionale), en Champagne-Ardenne, en Bretagne et dans le 

Nord-Pas-de-Calais. Les régions du sud de la France qui produisent des volumes bien 

moindre, consacrent leur production au marché du frais. En 2010, la carotte d’industrie 

représentait 2 870 ha pour 196 700 t, soit 22,4 % de la surface et 37,5 % du tonnage national 

(Agreste [Internet] ; FranceAgriMer [Internet]). 

                                                 
3 Valeurs données pour ‘Carottes et navets’ par la FAO 



 

Le nombre d’hectares ensemencés avec de

Malgré cette diminution régulière 

interannuelle des tonnages récoltés qui peut être importante. Les facteurs influençant le niveau 

de la production nationale sont principalement d’ordre climatique (pluviométrie estivale et 

rigueur hivernale) (Chaux et Foury, 1994

 

 

Indice des prix à la production (base 100 en 2000)

Surface récoltée (en ha) 

Volume récolté (en t) 

 

La consommation annuelle française en équivalent frais est estimée à 

ménage. Pour comparaison, la carotte est n°

tomates (13 kg). La salade (7

Tableau I : Évolution des prix, de la surface et du volume récolté en France entre 2006 et 2010 
(FranceAgriMer [Internet] ; Insee [Internet]

Figure 6 : Répartition de la 
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Le nombre d’hectares ensemencés avec des carottes est en baisse depuis 200

régulière des surfaces cultivées en carotte, on observe u

annuelle des tonnages récoltés qui peut être importante. Les facteurs influençant le niveau 

de la production nationale sont principalement d’ordre climatique (pluviométrie estivale et 

Chaux et Foury, 1994). 

2006 2007 2008 2009

Indice des prix à la production (base 100 en 2000) 134,8 142,4 145,4 115,4

14 003 13 191 13 323 13

624 864 589 690 556 517 565

 

La consommation annuelle française en équivalent frais est estimée à 

ménage. Pour comparaison, la carotte est n° 3 après les pommes de terre (30

kg). La salade (7 kg) et les endives (6,7 kg) viennent immédiatement après. En 

prix, de la surface et du volume récolté en France entre 2006 et 2010 
Insee [Internet]). 

Répartition de la production française en 2010 (FranceAgriMer [Internet]

: Synthèse bibliographique 

 

est en baisse depuis 2006 (Tab. I). 

des surfaces cultivées en carotte, on observe une fluctuation 

annuelle des tonnages récoltés qui peut être importante. Les facteurs influençant le niveau 

de la production nationale sont principalement d’ordre climatique (pluviométrie estivale et 

 
2009 2010 

115,4 121,2 

13 157 12 810 

565 330 525 358 

La consommation annuelle française en équivalent frais est estimée à 11,1 kg par 

3 après les pommes de terre (30 kg) et les 

kg) viennent immédiatement après. En 

prix, de la surface et du volume récolté en France entre 2006 et 2010 

AgriMer [Internet]). 



 

2010, les carottes fraîches pèsent pour 

ménages français pour leur consommat

 

Pour le consommateur, le prix moyen d’achat des carottes était de 0,98

campagne 2010/2011 (FranceAgriMer [Internet]

une saisonnalité dans le prix d’achat des carottes (Fig. 7). La part du bio dans les achats de 

carottes fraîches atteint désormais 6,7

En Europe, 80 % de la production de carotte est destiné au marché de fra

réservé à la transformation (conserve ou surgelé).

 

 

1.4.3. Contexte régional

La région Pays de la Loire regroupe la majorité des recherches conduites en France pour 

l’obtention de variétés de carotte résistantes aux bioagresseurs. De fait, la région abrite entre

autres les établissements Vilmorin et 

variétale chez la carotte. Elle héberge également les activités du GEVES (

de contrôle des Variétés Et des Semences

inscrites au catalogue français, et le centre tec

Agriculteurs Multiplicateurs de Semences

graines. Enfin, deux équipes angevines de recherche publique sont très investies dans le 

domaine de la carotte ; leurs activités sont complémentaires

IRHS (Institut de Recherche en Horticulture et Semences

champignons pathogènes transmis par les semences, et en particulier les espèces du genre 

Alternaria (A. brassicicola, A. dauci

à elle au déterminisme génétique et à la caractérisation fonctionnelle de la résistance de la 

carotte à A. dauci, ainsi qu’à la caractérisation de la diversité des 

 

 

Figure 7 : Quantités achetées et prix moyen d’achat des carottes en France pour la campagne 2010/2011. 
QAp100 : quantités achetées pour 100 ménages (
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2010, les carottes fraîches pèsent pour 12 % dans les achats en volume de légumes des 

ménages français pour leur consommation à domicile (FranceAgriMer [Internet]

 

Pour le consommateur, le prix moyen d’achat des carottes était de 0,98

FranceAgriMer [Internet]). Bien que disponible toute 

une saisonnalité dans le prix d’achat des carottes (Fig. 7). La part du bio dans les achats de 

carottes fraîches atteint désormais 6,7 % pour la campagne 2010/2011. 

% de la production de carotte est destiné au marché de fra

réservé à la transformation (conserve ou surgelé). 

Contexte régional 

La région Pays de la Loire regroupe la majorité des recherches conduites en France pour 

l’obtention de variétés de carotte résistantes aux bioagresseurs. De fait, la région abrite entre

autres les établissements Vilmorin et HM-Clause, très actifs dans le domaine de la création 

variétale chez la carotte. Elle héberge également les activités du GEVES (

ontrôle des Variétés Et des Semences) sur l’évaluation des nouvelles variétés de carotte 

inscrites au catalogue français, et le centre technique de la FNAMS (Fédération Nationale des 

Agriculteurs Multiplicateurs de Semences), impliqué dans les recherches sur la carotte porte

deux équipes angevines de recherche publique sont très investies dans le 

activités sont complémentaires : l’équipe ‘FungiSem’ de l’UMR 

Institut de Recherche en Horticulture et Semences) mène des recherches concernant les 

champignons pathogènes transmis par les semences, et en particulier les espèces du genre 

A. dauci) ; l’équipe ‘QuaRVeg’ de l’UMR IRHS s’intéresse quant 

à elle au déterminisme génétique et à la caractérisation fonctionnelle de la résistance de la 

, ainsi qu’à la caractérisation de la diversité des caroténoïdes.

prix moyen d’achat des carottes en France pour la campagne 2010/2011. 
: quantités achetées pour 100 ménages (FranceAgriMer [Internet]). 

: Synthèse bibliographique 

% dans les achats en volume de légumes des 

FranceAgriMer [Internet]). 

 

Pour le consommateur, le prix moyen d’achat des carottes était de 0,98 €/kg pendant la 

. Bien que disponible toute l’année, il existe 

une saisonnalité dans le prix d’achat des carottes (Fig. 7). La part du bio dans les achats de 

% de la production de carotte est destiné au marché de frais et 20 % 

La région Pays de la Loire regroupe la majorité des recherches conduites en France pour 

l’obtention de variétés de carotte résistantes aux bioagresseurs. De fait, la région abrite entre-

omaine de la création 

variétale chez la carotte. Elle héberge également les activités du GEVES (Groupe d'Étude et 

) sur l’évaluation des nouvelles variétés de carotte 

Fédération Nationale des 

), impliqué dans les recherches sur la carotte porte-

deux équipes angevines de recherche publique sont très investies dans le 

: l’équipe ‘FungiSem’ de l’UMR 

mène des recherches concernant les 

champignons pathogènes transmis par les semences, et en particulier les espèces du genre 

’ de l’UMR IRHS s’intéresse quant 

à elle au déterminisme génétique et à la caractérisation fonctionnelle de la résistance de la 

caroténoïdes. 

prix moyen d’achat des carottes en France pour la campagne 2010/2011. 
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1.5. Sélection variétale 

1.5.1. Objectifs de la sélection 

Les objectifs de la création variétale chez les espèces maraichères peuvent être répartis en 

trois groupes (Tirilly et Bourgeois, 1999) : (i) la qualité (apparence visuelle du produit, 

qualités technologiques liées à l’utilisation du produit dans les industries de transformation, 

valeurs nutritionnelles et arômes, diminution de la teneur en substances désagréables ou 

potentiellement nocives), (ii) la résistance aux maladies et ravageurs, (iii) l’adaptation aux 

conditions de production, de distribution et de consommation. 

La résistance aux maladies nous concerne plus particulièrement au cours de ces travaux 

de thèse. Cette résistance est une caractéristique héritable qui permet de diminuer l’incidence 

d’une maladie dans une culture. Les résistances sont caractérisées par trois critères : leur 

niveau, leur stabilité et leur contrôle génétique (Tirilly et Bourgeois, 1999). 

• le niveau de résistance : une résistance totale peut permettre un contrôle complet de la 

maladie par opposition à une résistance partielle qui va seulement limiter le développement de 

l’épidémie ou réduire l’intensité des symptômes, mais nécessiter le plus souvent des 

traitements phytosanitaires complémentaires ; 

• la stabilité de la résistance : elle est liée à la diversité de l’agent pathogène. Une 

résistance générale contrôlera toutes les souches d’un agent pathogène alors qu’une plante 

possédant une résistance spécifique d’une race pourra être sensible à d’autres races ; 

• le contrôle génétique : ce caractère n’a pas d’intérêt direct pour le producteur mais est 

très important pour le sélectionneur. Il est en effet plus facile d’introduire dans une variété, 

une résistance contrôlée par un gène majeur qu’une résistance contrôlée par plusieurs gènes à 

effets partiels. La conséquence pratique est que, si le contrôle génétique est complexe, il y 

aura moins de variétés résistantes disponibles. 

 

 

1.5.2. Sélection appliquée à la carotte 

La sélection massale a, dans un premier temps, été la façon la plus courante d’améliorer 

les populations de carotte. La plupart des variétés-populations ont été obtenues à partir de 

variétés préexistantes, en exerçant la sélection sur un ou plusieurs caractères. Ces variétés 

génétiquement hétérogènes ont permis aux sélectionneurs d’obtenir un grand nombre de 

cultivars, présentant des caractères propres tant au regard des aptitudes culturales que de la 

morphologie des racines. Des variétés-populations à fort rendement et de très bonne qualité 

ont pu être obtenues, mais malgré tous les efforts pour obtenir des variétés-populations avec 

un haut niveau d’uniformité, les résultats ont été limités (Le Clerc, 2001). 

La couleur, et indirectement la teneur en caroténoïdes, représente l’un des principaux 

caractères sélectionnés au cours de l’histoire de la carotte cultivée (Clotault, 2009). Très 

rapidement, la longueur des racines a été également privilégiée puisqu’elle représente le 



Chapitre I : Synthèse bibliographique 

 
21 

principal facteur de production chez la carotte. De même, afin de maintenir des rendements 

élevés, la forme des racines évolue pour passer du conique au cylindrique, aboutissant à une 

meilleure productivité des variétés (Le Clerc, 2001). 

La création d’hybrides, facilitée par la découverte de stérilités mâle nucléo-

cytoplasmiques, a permis d’obtenir une meilleure vigueur et une uniformité des plantes. Ces 

stérilités mâles introduites par l’INRA dans les années 1960, sont de deux types. La stérilité 

mâle du type « anthères brunes » (découverte par Welch et Grimball en 1947) est actuellement 

la plus utilisée en Europe, en particulier chez la plupart des hybrides ‘Nantaise’ (Doré et 

Varoquaux, 2006). Les anthères restent rudimentaires, elles sont recroquevillées et les 

cellules-mères des grains de pollen ne dépassent pas le stade tétrade. Le type « étamines 

pétaloïdes » (découvert par Munger en 1953 chez une carotte sauvage) est actuellement 

utilisée aux États-Unis dans presque 100 % des variétés hybrides (Doré et Varoquaux, 2006). 

Dans ce cas, les étamines sont transformées en pièces pétaloïdes de couleur verte. 

En revanche, pour le semencier, ces hybrides posent problème notamment en termes de 

production de semences. En effet, la carotte étant allogame, la dépression de consanguinité se 

fait rapidement sentir après seulement quelques générations d’autofécondations conduisant 

ainsi à une perte de vigueur des lignées. La faible vigueur des lignées utilisées entraine alors 

un rendement en graines peu élevé. Afin de remédier à ce problème, les sélectionneurs ont 

développé des hybrides trois voies obtenus à partir d’hybrides F1 utilisés comme parent 

femelle, profitant ainsi de l’effet d’hétérosis, et d’une lignée servant de parent mâle. 

 

 

1.5.3. Caractères travaillés en création variétale chez la carotte 

Les caractères importants qui ont été améliorés chez la carotte, ou qui devraient l’être, 

concernent (Doré et Varoquaux, 2006 ; Simon et al., 2008) : 

• la forme de la racine. Elle est liée au marché (Europe/Amérique/Japon) et au type de 

production (pour le frais, pour la transformation) ; 

• le rendement. La production de culture commercialisable est la première priorité pour 

les producteurs et en conséquence pour les sélectionneurs. Il est dépendant du type et du 

marché de destination visé (frais, d’industrie, …) ; 

• la qualité mécanique. Il s’agit de la résistance aux manipulations et au transport ; les 

racines ne doivent pas se casser lors de la récolte ou du transport ; 

• l’aptitude à la mécanisation. Les variétés hybrides ont apporté une meilleure 

homogénéité qui s’est accompagnée d’une amélioration de la qualité de la semence (calibrage 

notamment). Ceci a permis l’emploi de semoirs pneumatiques. La mécanisation de la récolte 

représente un facteur agronomique important. L’arrachage mécanique s’effectuant par 

préhension des fanes, la taille et la forme du feuillage est important, le feuillage doit être 

solide avec un port dressé pour permettre de soulever la racine. Inversement, un feuillage 

excessif peut également être problématique car celui-ci conserve une forte humidité alors 

favorable au développement de maladies ; 
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• la qualité visuelle. Le consommateur recherche une carotte avec un épiderme lisse et 

brillant après le lavage, d’une coloration orange vif, de forme régulière, sans meurtrissures ni 

crevasses. L’absence de collet vert et un cylindre central réduit sont également considérés 

comme un signe de bonne qualité ; 

• la qualité gustative et nutritionnelle. La qualité organoleptique est notamment liée à la 

teneur en sucres. Par ailleurs, les premières variétés de carotte cultivées contenaient un taux 

élevé en terpénoïdes volatils donnant une saveur désagréable. Une contre-sélection a été 

effectuée, les populations ainsi que les hybrides de type ‘Nantes’ actuels en contiennent peu. 

La qualité nutritionnelle, conférée entre autre par la provitamine A, a reçu l’attention des 

sélectionneurs depuis les années 1960. Aux USA, cette sélection a permis d’augmenter de 

70 % la teneur en provitamine A des carottes entre 1970 et 1992 (Simon et al., 2008) ; 

• la résistance à la montée à graines. Elle permet de réaliser un semis d’automne pour 

une récolte précoce au printemps. On cherche en effet, les variétés ayant une montaison la 

plus tardive possible afin d’exploiter pleinement son caractère de plante bisannuelle. Une 

forte incidence de floraison précoce est observée lorsque des cultivars d’origine subtropicale 

sont cultivés dans des zones à climat tempéré ; 

• l’aptitude à une récolte tardive en hiver. Pour les carottes de garde restant au champ, 

les plantes doivent être vigoureuses avec un feuillage et une racine résistant aux basses 

températures ; 

• la production de semences. En plus des exigences des producteurs et des 

consommateurs, les sélectionneurs doivent obtenir des parents ayant un rendement en 

semences satisfaisant d’un point de vue économique ; 

• la diversification des systèmes de stérilités mâles nucléo-cytoplasmiques. L’utilisation, 

à grande échelle en Europe, d’un seul cytoplasme pourrait révéler une sensibilité à certains 

bio-agresseurs ou à certaines conditions pédoclimatiques. La recherche dans les populations 

anciennes de nouveaux cytoplasmes mâles stériles doit donc être activement poursuivie ; 

• la résistance aux ravageurs et maladies. C’est actuellement l’un des caractères les plus 

travaillés. En effet, la résistance face aux pathogènes devient indispensable du fait de la 

disponibilité réduite de nombreux produits phytosanitaires, du souci grandissant de respect de 

l’environnement et de la santé humaine, mais également pour diminuer les pertes de 

rendements et maintenir la qualité générale. 

 

 

1.6. Maladies et ravageurs de la carotte 

1.6.1. Les maladies racinaires 

1.6.1.1. Fontes de semis 

Les fontes de semis se traduisent par des manques à la levée d’autant plus graves lorsque 
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les conditions climatiques et la préparation du lit de semences s’opposent à une levée rapide. 

Cela explique qu’elles soient relativement courantes sur les semis précoces de printemps. 

Elles peuvent être dues à des champignons transmis par la semence (Alternaria dauci, 

Alternaria radicina) ou présents dans le sol (Pythium spp., Fusarium spp., Rhizoctonia 

solani). Le traitement des semences demeure le seul moyen de lutte (Villeneuve et 

Leteinturier, 1992b). 

 

1.6.1.2. Maladies de conservation 

Les maladies de conservation de la carotte font généralement suite à une contamination 

au champ. Quelques-unes peuvent cependant attaquer les racines saines au cours du stockage. 

À ce stade, la lutte chimique n’est plus possible. 

• Cavity spot. Le Cavity spot ou maladie de la tache, dégrade l’épiderme des racines et 

conduit à la formation de taches en dépression. Cette maladie affecte peu le rendement mais 

déprécie gravement la qualité visuelle des racines et offre une voie d’entrée à d’autres agents 

pathogènes. La maladie de la tache est due à des attaques de Pythium spp. ; P. violae est le 

principal agent incriminé, mais six autres espèces pathogènes sur carotte ont été recensées en 

France (Villeneuve et Leteinturier, 1992a ; Péron, 2006). 

• Maladie de la bague. Cette maladie, due au champignon Phytophthora megasperma, 

s’observe essentiellement sur les grosses carottes et les ‘Nantaises’ récoltées tardivement, à 

l’automne ou au début de l’hiver. Une tache vitreuse apparaît sur la racine et s’étend de 

manière transversale pour former un anneau de couleur brun-noir (= bague). Cette zone 

malade constitue une porte d’entrée pour d’autres bactéries et champignons, qui entraînent 

alors une pourriture de la racine. Les contaminations ont souvent lieu durant l’automne, et les 

lésions s’étendent durant l’hiver car ce champignon est actif dès 8-10 °C (Péron, 2006 ; 

UNILET [Internet]). 

• Rhizoctone violet. Cette maladie concerne essentiellement les grosses carottes, en fin 

de saison. Un feutrage velouté, pourpre ou bleuâtre, forme un manchon sur une partie de la 

racine. Le champignon responsable, Rhizoctonia violacea, colonise le sol sur une grande 

profondeur et sa persistance est très longue (20 ans) (Péron, 2006 ; UNILET [Internet]). 

• Sclérotiniose. La sclérotiniose ou pourriture blanche débute son infection au niveau du 

collet et de la base des pétioles, et s’étend aux feuilles. Un abondant mycélium blanc et 

cotonneux se développe, sur lequel se forment des sclérotes blancs puis noirs. Il arrive aussi 

que les racines infectées ne présentent pas de symptômes à la récolte, mais que la maladie se 

développe en cours de stockage. Le champignon responsable est Sclerotinia sclerotiorum. Il 

est très polyphage et s’attaque à de nombreuses cultures légumières (céleri, laitue, haricot, 

pois, chou…) ou non (oléo-protéagineux). 

• Alternaria radicina. Ce champignon provoque des symptômes présents au champ mais 

peu marqués, qui évoluent en cours de stockage et dégradent la qualité des racines. Ce 

champignon provoque également des symptômes au niveau du collet et parfois au niveau du 

feuillage. 
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• Mycocentrospora acerina. La contamination a généralement lieu au moment de la 

récolte. Le champignon pénètre par le haut ou le bas de la racine et se développe au niveau du 

cœur. Les tissus attaqués deviennent noirs, humides et mous. 

• Botrytis cinerea. Les attaques se manifestent par une pourriture molle et brune, 

recouverte d’un mycélium gris. 

• Pourritures racinaires diverses. De nombreux pathogènes dits « de faiblesse » sont 

responsables de maladies secondaires évoluant généralement en pourriture. Ils s’installent sur 

les zones de rupture de l’épiderme des racines ou sur de précédentes attaques de 

champignons, bactéries ou ravageurs. Ces pathogènes peuvent être des champignons 

(Fusarium spp., Pythium spp., Botrytis spp., etc.) ou des bactéries pectinolytiques comme 

Erwinia carotovora. 

 

 

1.6.2. Les maladies foliaires 

1.6.2.1. Brûlures foliaires 

Les producteurs de carottes de consommation ou de carottes porte-graines doivent 

régulièrement faire face à des épidémies de brûlures foliaires qui peuvent décimer 

partiellement voire totalement leurs cultures. Ces brûlures foliaires sont imputées à plusieurs 

parasites dont les symptômes sont difficilement différentiables. Le terme brûlures foliaires 

regroupe deux champignons (Alternaria dauci et Cercospora carotae) et une bactérie 

(Xanthomonas hortorum pv. carotae). Le principal agent pathogène responsable des brûlures 

foliaires est le champignon nécrotrophe Alternaria dauci (Chaux et Foury, 1994). 

Alternariose. Cette maladie, provoquée par Alternaria dauci, très importante et très 

répandue, peut causer une perte totale du feuillage dans le Sud de la France en production 

d’automne-hiver. La partie 2. de ce chapitre ‘Synthèse bibliographique’ sera consacrée à cet 

agent pathogène. 

Cercosporiose. Cercospora carotae provoque des taches circulaires ou semi-circulaires 

souvent situées au bord de la foliole. Ces taches sont claires au centre et elles deviennent 

noires à la périphérie, puis grisâtres lorsque le champignon fructifie. Les pétioles, les tiges et 

les ombelles peuvent être attaqués. La maladie se transmet par les semences et les résidus de 

culture (Villeneuve et Leteinturier, 1992a). Cercospora carotae est le plus commun au Canada 

où il attaque les jeunes plantes et est trouvé plus tôt dans la saison qu’A. dauci (Pickle, 2009). 

 
1.6.2.2. Autres maladies 

Mildiou. Maladie provoquée par Plasmopara nivea. La face supérieure des feuilles de 

carotte porte des taches jaunâtres tandis que la face inférieure est recouverte d’un dense 

feutrage blanc, constitué des conidies du champignon. La dissémination est très rapide. 

Oïdium. Provoqué par Erysiphe heraclei (syn. E. umbelliferarum), les symptômes se 

manifestent sous forme de taches poudreuses d’aspect blanc sur les deux faces des feuilles et 

sur ombelles (Messiaen et al., 1991). 
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Septoriose. Les pycnides du champignon Septoria carotae apparaissent disséminées sur 

le feuillage encore vert de la carotte, avant de provoquer son jaunissement puis son 

dessèchement. Les ombelles peuvent être envahies et la septoriose est alors transmise par les 

semences. 

Diaporthe angelicae / Phomopsis spp. Quelques cas d’attaques provoquées par ce 

champignon ont été rapportés récemment (Poupard, com. pers.). 

 

1.6.2.3. Viroses 

Plusieurs virus peuvent s’attaquer à la carotte mais les dégâts sont rares sur les cultures 

d’industrie. Les virus les plus fréquents sont le Carrot Red Leaf Virus et le Motley Dwarf 

Virus, transmis par le puceron de la carotte et responsable du nanisme bigarré. 

 

 

1.6.3. Les ravageurs 

1.6.3.1. La mouche de la carotte 

Psila rosae est le principal ravageur des cultures de carottes d’industrie. Elle est présente 

dans tous les bassins de production, mais le nombre de vols diffère suivant les zones. Attirées 

par la culture, les femelles viennent pondre sur le sol, à proximité des collets. Après une 

incubation de 7 à 15 jours, les larves éclosent, se nourrissent des radicelles puis pénètrent dans 

les racines. Les conséquences sont variables selon le stade des carottes. Sur les jeunes plantes, 

on constate des arrêts de croissance et des déformations de racines. L’affaiblissement peut 

même aboutir à la disparition de plantes. Sur les cultures en cours de tubérisation, il y a 

formation de galeries superficielles qui favorisent l’apparition de pourritures secondaires. 

 
1.6.3.2. Pucerons de la carotte 

Plusieurs espèces de pucerons (Cavariella aegopodii, Semiaphis dauci, Aphis lambersi, 

Myzus persicae) peuvent se rencontrer sur carotte (Hullé, 1999). Le puceron de la carotte, C. 

aegopodii, est cependant le plus courant. Il est spécifique de cette culture. Son vol débute fin 

avril et se poursuit jusque fin juin. Les dégâts sur jeunes cultures sont les plus 

dommageables : décoloration et crispation des premières feuilles, arrêts de croissance, 

transmission de virus et phytoplasmes. 

 

1.6.3.3. Nématodes 

Parmi les espèces de nématodes à galles capables de provoquer des dégâts sur les racines 

de carottes, on retrouve des espèces du genre Meloidogyne (Meloidogyne incognita, 

Meloidogyne javanica, Meloidogyne hapla). Les dégâts apparaissent en foyers plus ou moins 

étendus. Ils se traduisent par l’apparition sur les racines de petites galles sphériques et 

disposées en chapelet. La partie aérienne peut présenter une croissance réduite accompagnée 

d'un jaunissement des feuilles. 

Les nématodes à kystes se rencontrent plus rarement. Les carottes atteintes sont petites et 
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déformées (racines fourchues). Les radicelles, anormalement développées et nombreuses, 

donnent au système racinaire un aspect chevelu caractéristique. L’agent responsable, 

Heterodera carotae, est spécifique et ne peut en principe se perpétuer sur d’autres cultures. 

Ses kystes peuvent survivre jusqu’à huit ans dans le sol. 

Les nématodes du genre Pratylenchus spp. sont également des ravageurs de la carotte, ce 

sont des nématodes endoparasites migrateurs des racines dans lesquelles ils provoquent une 

nécrose qui affaiblit la plante et favorise l'arrivée de parasites secondaires, notamment des 

champignons. 

 

 

1.7. La carotte, un modèle en culture in vitro 

1.7.1. Bref historique de la culture in vitro 

Les premières cultures de cellules végétales isolées sur un milieu nutritif artificiel ont été 

faites par Haberlandt en 1902. Par la suite, des cultures indéfinies de tissus végétaux 

indifférenciés (cals) ont été réalisées pour la première fois à partir de racines de carotte 

(Gautheret, 1939). Dans les années 1950, la formation d’embryons somatiques a été mise au 

point en premier sur des cultures de tissus de carotte (Reinert, 1958 ; Steward et al., 1958). 

La carotte a été un modèle dans l’histoire de la culture in vitro. Elle est considérée, avec 

le tabac, comme une espèce modèle pour la culture de tissus, principalement grâce à la facilité 

avec laquelle il est possible d’obtenir des embryons somatiques à partir de cultures de cellules 

ou de cals, et à la régénération rapide des plantes (Hardegger et Sturm, 1998). La réponse des 

tissus de carotte aux différentes inductions en ont fait un modèle pour les études des facteurs 

favorisant la division cellulaire (George et al., 2008). 

La culture in vitro de la carotte a offert, depuis plus de 50 ans, plusieurs opportunités de 

recherches dans les domaines appliqués comme la multiplication conforme d’un grand 

nombre de plantes à partir d’un génotype unique par embryogenèse somatique (Bajaj, 1995 ; 

George et al., 2008), ou par culture de protoplastes (Dirks et al., 1996 ; Grzebelus et al., 

2012 ; Kameya et Uchimiya, 1972). La culture d’anthères (Adamus et Michalik, 2003 ; 

Andersen et al., 1990 ; Górecka et al., 2005) puis la régénération d’haploïdes doublés 

(Górecka et al., 2009 ; Górecka et al., 2010), très utiles dans les programmes de sélection, ont 

été récemment réalisées chez la carotte. Cet aspect est particulièrement intéressant chez la 

carotte car, du fait de son allogamie, il est très difficile d’obtenir des lignées homozygotes. De 

même, la transgénèse est maitrisée, particulièrement dans le cadre de la validation 

fonctionnelle de gènes (Baranski et al., 2006 ; Baranski et al., 2008 ; Jayaraj et Punja, 2007 ; 

Punja, 2005 ; Takaichi et Oeda, 2000 ; Wally et Punja, 2010 ; Wally et al., 2009). 
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1.7.2. Les suspensions cellulaires 

Une variante des cals est la culture de suspensions cellulaires. Ces cultures cellulaires en 

suspension sont constituées de cellules isolées indifférenciées, en culture dans un milieu 

nutritif agité afin de faciliter les échanges gazeux et la dispersion des cellules. Les 

suspensions cellulaires sont généralement initiées par transfert de fragments de cals friables 

dans un milieu nutritif liquide, mais elles peuvent également être initiées à partir d'explants 

issus d'organes différenciés, ou de suspensions de protoplastes. 

L’utilisation de régulateurs de croissance (balance hormonale auxines/cytokinines) 

modifie la physiologie des cellules et permet de les conserver dans un état indifférencié. 

Le principal intérêt des suspensions cellulaires par rapport aux autres techniques de 

cultures in vitro est que ces suspensions facilitent les expériences sur la physiologie des 

cellules, de par leur fort taux de croissance et leur homogénéité. De plus, en suspension, la 

surface de contact des cellules avec le milieu est beaucoup plus importante. Les suspensions 

cellulaires permettent de nombreuses applications dans des domaines variés comme l'étude de 

la physiologie cellulaire, la production de métabolites secondaires, l'isolement de protoplastes, 

l'embryogenèse somatique, l'étude de l'effet de composés exogènes sur l'embryogenèse et la 

croissance cellulaire (George et al., 2008). 

Dans ces cultures cellulaires, le renouvellement régulier du milieu est nécessaire pour 

maintenir les cellules dans un environnement favorable à la croissance, car la composition du 

milieu se modifie du fait des échanges entre les cellules et le milieu. 

 

 

1.7.3. L’embryogenèse somatique 

L’embryogenèse somatique est une particularité des végétaux. C’est le processus par 

lequel des cellules somatiques, i.e. non-gamétiques, produisent des embryons normaux du 

point de vue morphologique et du développement. Dans ce cas, une cellule diploïde se 

dédifférencie de sorte que, mise dans un milieu adéquat, elle se développe en un embryon qui 

donne, par la suite, une plante entière (George et al., 2008). 

Après avoir été découverts chez la carotte, des embryons somatiques ont été obtenus chez 

différentes espèces de plantes en utilisant des techniques très variées et à partir de différents 

types d’explants : microspores, protoplastes, embryons immatures, explants tissulaires et 

cellules en culture in vitro (Hamama, 2002). 

Les stades de développement des embryons somatiques sont les même que ceux des 

embryons zygotiques : ils passent par un stade globule, un stade cordiforme, puis un stade 

torpille. Au niveau moléculaire, cytologique et morphologique, le développement des deux 

types d’embryons est très similaire. 

Le principe est de permettre à des cellules différenciées d’exprimer leur totipotence en 

leur faisant subir une dédifférenciation et une multiplication cellulaire par ajout de régulateurs 

de croissance. En général des auxines sont utilisées, la plus courante étant le 2,4-D (acide 2,4-

diclorophénoxyacétique). Ces auxines sont utilisées seules ou combinées avec des cytokinines 
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pour induire l’embryogénèse somatique (Mordhorst et al., 1997). Lorsque ces cellules 

dédifférenciées sont ensuite mises en culture dans un milieu sans auxine, le développement 

des embryons somatiques a lieu. 

Les cellules qui sont en transition de leur état somatique originel vers un état embryogène 

sont définies comme compétentes. Les cellules qui initient l’embryogénèse après l’élimination 

du 2,4-D sont définies comme embryogènes (Toonen et al., 1994). L’acquisition d’un état 

embryogène n’est pas un processus d’une cellule seule, mais requiert une communication 

entre les cellules (Mordhorst et al., 1997). 

Les cellules passent par plusieurs phases de développement. Les cellules compétentes 

issues de cellules somatiques forment des masses pro-embryogènes (Pro-Embryotic Masses 

ou PEMs) de 10 à 20 cellules en présence d’auxines. Durant cette étape, les cellules formant 

la masse acquièrent la capacité de se développer en embryon lorsque l’auxine est retirée du 

milieu (Guzzo et al., 1994) : après transfert de ces masses pro-embryogènes dans un milieu 

sans régulateurs de croissance (milieu –RC), on observe une division rapide menant à la 

formation d’embryons globulaires qui se développent en passant par le stade cordiforme et le 

stade torpille. Après une phase de conversion, les embryons se transforment en plante entière, 

avec ses deux pôles, caulinaire et racinaire. 

Un grand nombre d’embryons peut être produit dans un petit volume de liquide, et à 

partir de ceux-ci un grand nombre de plantes peuvent être obtenues. Cette technique est 

utilisée de manière industrielle pour la multiplication de nombreuses espèces comme le 

caféier ou le cacaoyer par exemple. Elle est également utilisée par les compagnies 

semencières pour maintenir et multiplier les lignées parentales élites de leur hybrides 

commerciaux. 

L’embryogénèse somatique porte une attention particulière en biotechnologie car elle 

fournit un système utile pour produire des plantes. Une des applications les plus importantes 

de l’embryogénèse somatique est l’étude des processus biochimiques de la cellule (Hamama, 

2002). 
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2. L’agent pathogène : Alternaria dauci 

La carotte peut être confrontée à de nombreuses maladies, dont les brûlures foliaires (cf. 

§ 1.6. de ce chapitre). Les brûlures foliaires sont des maladies dues à différents agents 

pathogènes, mais aux symptômes similaires (taches nécrotiques coalescentes entourées ou non 

d’un halo chlorotique). Les symptômes étant très similaires (Blancard et Dubourg, 2001), la 

distinction sur le terrain n’est pas toujours possible. Cependant, en fonction de l’agent causal, 

on peut distinguer l’alternariose (‘Alternaria Leaf Blight’ en anglais) provoquée par le 

champignon Alternaria dauci, la cercosporiose (Cercospora carotae) et la brûlure bactérienne 

(Xanthomonas hortorum pv. carotae = Xanthomonas campestris pv. carotae). Dans le cadre 

de cette thèse, nous nous intéresserons plus particulièrement à l’alternariose. 

 

 

2.1. Dégâts et importance économique de l’alternariose 

L’alternariose a été décrite pour la première fois en 1855 par Kühn en Allemagne, puis en 

1890 aux États-Unis (Farrar et al., 2004). Il s’agit aujourd’hui de la maladie la plus 

destructive sur cette culture, pour la carotte de consommation comme pour la carotte porte-

graine (Pryor et al., 2002 ; Farrar et al., 2004). Régulièrement, de nouvelles publications font 

état de son extension dans une nouvelle zone de production (par exemple, Soylu et al., 2005). 

On peut donc considérer que A. dauci est mondialement présent dans toutes les zones de 

production de la carotte. 

A. dauci est capable d’infecter la plante à tous les stades de son développement. Les 

pertes se manifestent dès le stade plantule où l’on peut observer une diminution de la densité 

de semis. En culture de carottes de consommation, les attaques peuvent également conduire à 

une réduction significative des rendements due à la mobilisation des réserves racinaires pour 

la régénération du feuillage, mais surtout à l’impossibilité de récolter les racines. En effet, les 

feuilles fragilisées par A. dauci se cassent au moment de la récolte (récolte mécanique par 

préhension des fanes) et la racine reste dans le sol. Le champignon est également responsable 



Chapitre I : Synthèse bibliographique 

 
30 

de destruction ou de dépréciation des plantes porte-graine avec pour conséquences des pertes 

de rendement et la contamination des semences (Gaube et al., 2004). De ce fait, la qualité 

germinative des semences peut être très fortement affectée. Elles constituent aussi une source 

d’inoculum et un moyen de propagation du champignon ce qui le classe parmi les agents 

pathogènes transmissibles par les semences. En conséquence, la contamination par A. dauci 

est une cause de refus de lot de semences par les établissements semenciers. 

Il existe peu de données concernant l’impact économique quantitatif d’A. dauci car les 

dégâts qu’il engendre se situent à des moments très différents du cycle de culture et 

s’additionnent à des attaques provoquées par d’autres agents pathogènes. Cependant, quelques 

études montrent ponctuellement le fort impact de cette maladie. Ainsi, en 2003, environ 80 % 

des champs de carotte de la région de Hatay en Turquie étaient infectés par A. dauci (Soylu et 

al., 2005). De même, en Israël, A. dauci est responsable de pertes de rendement allant de 40 à 

60 % (Ben-Noon et al., 2001). En particulier, ces pertes peuvent être considérables lorsque la 

récolte est rendue impossible du fait d’une destruction trop importante du feuillage. 

 

 

2.2. Présentation de l’espèce Alternaria dauci 

2.2.1. Le genre Alternaria 

Le genre Alternaria renferme plus de 100 espèces de champignons extrêmement 

répandues dans l’environnement (Simmons, 1992 ; Guillemette, 2003). La plupart de ces 

espèces sont saprophytes, mais d’autres sont pathogènes pour l’Homme, pour les insectes ou 

pour les plantes (Guillemette, 2003 ; Thomma, 2003). La majorité des espèces du genre 

Alternaria est cependant associée aux plantes ; plus d’une soixantaine, saprophytes ou 

pathogènes, sont régulièrement signalées sur semences (Champion, 1997). 

Les Alternaria pathogènes sont généralement inféodés à une famille ou à une espèce 

donnée. La gamme de plantes hôtes concernées par les attaques d’Alternaria est très variée, 

allant des céréales (A. triticina) aux cultures maraichères (A. dauci et A. radicina sur carotte, 

A. solani sur tomate et pomme de terre, A. porri sur poireau, A. brassicae et A. brassicicola 

sur radis et chou), aux cultures fruitières (A. mali sur pommier, A. citri sur citron et orange) ou 

encore le tabac (A. longipes), le coton (A. macrospora) ou le lin (A. linicola) (Rotem, 1994 ; 

Guillemette, 2003). 

Par ailleurs, d’autres espèces d’Alternaria sont exploitées dans des programmes de lutte 

biologique. Elles représentent en effet un potentiel en tant que mycoherbicides, notamment A. 

alternata contre Amaranthus retroflexus (Lawrie et al., 2000), A. eichhorniae contre la 

jacinthe d’eau (Eichhornia crassipes) (Shabana et al., 1995) ou encore A. zinniae contre 

différentes espèces de Xanthium spp. (Nehl et Brown, 2000). 

D’un point de vue taxonomique, le genre Alternaria est classé dans la division des 
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Ascomycota, l’ordre des Pléosporales (champignons ayant des conidiophores peu 

différenciés, libres, à croissance sympodiale et des conidies qui ne se forment pas dans un 

réceptacle spécial) et la famille des Pleosporaceae (Index Fungorum [Internet]). 

Les champignons du genre Alternaria ont historiquement été classés parmi les 

Deutéromycètes (Deuteromycota, Fungi Imperfectii), un phylum regroupant les champignons 

à mycélium cloisonné dont on ne connaît pas la forme de reproduction sexuée, s'ils en ont 

une. Pour certaines espèces d’Alternaria, des formes parfaites (sexuées) ont été décrites, et 

classées dans des genres proches entre eux (Clathrospora, Leptosphaeria, Lewia, Pleospora) 

(Index Fungorum [Internet]). 

 

 

2.2.2. L’espèce Alternaria dauci 

Des études phylogénétiques ont montré qu’Alternaria dauci (Kühn) Groves & Skolko 

1944 appartenait au sous-groupe porri du genre Alternaria, qui regroupe notamment A. 

crassa, A. macrospora, A. porri, A. solani, A. tomatophila et A. zinniae (Farrar et al., 2004 ; 

Andersen et al., 2008). D’autres espèces d’Alternaria attaquent la carotte : Alternaria 

radicina (Alternaria black rot) et Alternaria carotiincultae (Farrar et al., 2004). 

 

 

a b

c d

Figure 8 : Morphologie d’Alternaria dauci. (a) conidiophores et conidies sur feuille de carotte, 
barre = 100 µm (Boedo et al., 2012), (b) conidie observée au microscope (souche FRA017) (cliché 
personnel), (c) développement in vitro du champignon (souche FRA017) sur milieu V8 (cliché personnel), 
(d) schéma de conidies, barre = 50 µm (Simmons, 1995). 



Chapitre I : Synthèse bibliographique 

 
32 

Chez A. dauci, seule une reproduction asexuée sous forme de conidies est connue. Le 

mycélium, les conidiophores et les conidies d’A. dauci sont de couleur foncée, brune ou noire. 

Les conidiophores mesurent environ 80 µm de long, 7-11 µm d’épaisseur et portent des 

conidies de 80 à 100 µm de long (corps de la spore) (Fig. 8). Les conidies matures possèdent 

un long bec terminal (200 à 250 µm). Ce filament qui est souvent simple peut parfois se 

ramifier en deux ou trois branches (Champion, 1997 ; Farrar et al., 2004). Les conidies sont 

produites isolément, chaque conidiophore n’émettant qu’une seule spore à son apex. Ces 

conidies sont pluricellulaires, elles sont cloisonnées transversalement et longitudinalement 

(Simmons, 1995). Comme toutes les conidies des champignons appartenant au genre 

Alternaria, les conidies d’A. dauci sont mélanisées ce qui leur donne leur couleur foncée. 

En conditions in vitro, la croissance radiale et la sporulation sont favorisées par une 

alternance de période de lumière et d’obscurité. Le pH n’a pas d’impact sur la sporulation, par 

contre des valeurs comprises entre 6 et 8 favorisent la croissance mycélienne (Roy, 1969). 

Au niveau moléculaire, l’espèce a été relativement peu étudiée. En particulier, le génome 

d’A. dauci n’est pas encore séquencé. En revanche, le génome d’A. brassicicola (espèce 

proche, pathogène nécrotrophe des Brassicacées) est disponible (Joint Genome Institute 

[Internet] ; The Genome Institute [Internet]). De plus, le transcritptome d’A. dauci a 

récemment été obtenu par l’équipe FungiSem de l’IRHS, en collaboration avec R. Berruyer de 

l’équipe QuaRVeg. 

 

 

2.3. Symptomatologie de la maladie 

Les symptômes provoqués par Alternaria dauci correspondent à des brûlures foliaires. 

Pendant la colonisation, les cellules adjacentes au mycélium perdent leur chlorophylle et 

deviennent nécrotiques. Ces symptômes apparaissent 8-10 jours après l’infection (Strandberg, 

1992). Ce sont de petites lésions brun-verdâtre, qui s’agrandissent et forment des nécroses 

brun-noir entourées d’un halo chlorotique (Fig. 9a). En conditions favorables pour le 

développement du champignon, les lésions coalescent et engendrent une sénescence précoce 

du feuillage et la réduction du nombre de feuilles vivantes par plante (Fig. 9b). Les lésions 

sont communément observées en bordure des folioles, mais peuvent apparaître sur toutes les 

parties de la feuille (limbe et pétiole) (Farrar et al., 2004). Des lésions larges et/ou 

nombreuses sur le pétiole peuvent entraîner la mort de la feuille et les infestations sévères 

peuvent engendrer une défoliation complète de la plante (Farrar et al., 2004). 

On considère généralement qu’A. dauci se développe sur les feuilles de carotte les plus 

âgées, lorsque les plantes ont atteint le stade 7-8 feuilles. Le stade 2-3 feuilles serait 

également très sensible (Le Clerc, com. pers.). Les tous premiers symptômes se présentent 

sous forme de très petites taches disséminées et peu visibles. Au cours du temps, ces 

symptômes se développent et la carotte forme de nouvelles feuilles. En conséquence les 2e et 
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3e feuilles, qui ont été attaquées bien plus tôt, montrent les symptômes les plus visibles sur les 

plantes ayant atteint le stade 7-8 feuilles. 

 

 
 

Des confusions sont possibles en ce qui concerne les symptômes causés par A. dauci et 

Cercospora carotae. Cependant A. dauci se manifeste tardivement en saison alors que la 

cercosporiose apparaît plus précocement (Villeneuve et Leteinturier, 1992a ; Pickle, 2009). 

Bien que les symptômes sur les feuilles soient les plus communs, A. dauci peut également 

infecter les inflorescences, les semences et les plantules. 

Sur porte-graine, la brûlure des feuilles apparaît au stade floraison. L’infection des 

bourgeons floraux et des fleurs peut mener à la contamination des semences en 

développement. Les fleurs qui sont infectées précocement donnent des semences non viables 

(Strandberg, 1983). 

Au niveau des semences, des contradictions existent en ce qui concerne la localisation 

d’A. dauci dans les tissus. D’après Strandberg (1983), le champignon reste dans le péricarpe 

et ne pénètre pas dans l’embryon, ni dans l’albumen, mais d’après Champion (1997), la 

localisation du champignon dans la semence est parfois très profonde et l’albumen ainsi que 

l’embryon peuvent être envahis. Les semences infectées par A. dauci peuvent transmettre 

l’agent pathogène dans de nouvelles zones de production de la carotte ou disséminer de 

nouvelles souches dans des aires de production déjà contaminées (Strandberg, 1988a). 

Les plantules de carotte peuvent être colonisées par le mycélium du champignon issu 

d’une semence contaminée ou de l’inoculum du sol. Les attaques précoces peuvent aussi 

conduire à des fontes de semis. L’infection des plantules apparaît typiquement au niveau du 

collet. Les tissus infectés de la plantule se nécrosent puis se dessèchent et deviennent brun-

noir. En conditions favorables, le champignon présent sur les plantules infectées peut produire 

des conidies en abondance, qui serviront alors de source d’inoculum secondaire (Farrar et al., 

2004). 

ba

Figure 9 : Symptômes d’A. dauci sur carotte, (a) symptômes sur feuille (génotype Presto) (Boedo et al., 
2010), (b) dégâts observés au champ, les feuilles âgées sont entièrement détruites (Farrar et al., 2004). 
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2.4. Épidémiologie et cycle parasitaire 

2.4.1. Infection primaire 

Des conditions humides dues aux précipitations, à la rosée, ou à l'irrigation sont des 

facteurs clés pour l’initiation de l’épidémie (Farrar et al., 2004 ; Strandberg, 1977). La 

maladie se manifeste essentiellement en fin d’été mais on peut observer des dégâts d’A. dauci 

dès le mois de mai et jusqu’à octobre si les conditions climatiques sont favorables 

(Langenberg et al., 1977 ; Vintal et al., 1999). À l’automne, après récolte, A. dauci se 

développe en saprophyte sur les résidus de culture, à partir desquels il reformera un inoculum 

primaire (Agrios, 2005). 

Le cycle d’A. dauci est similaire à ceux des autres espèces d’Alternaria (Fig. 10) 

responsables de maladies foliaires (Farrar et al., 2004 ; Agrios, 2005). 

 

 
 

Les sources d’inoculum primaire regroupent le mycélium contenu dans les résidus de 

culture de carotte, les carottes sauvages malades, et les semences infectées. Les débris de 

culture en sont la principale source. A. dauci peut survire dans les débris de carotte pendant 

Figure 10 : Développement et symptômes de maladies causées par Alternaria spp. (Agrios, 2005). 
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près d’un an (Farrar et al., 2004). 

Les conidiophores et les conidies sont produits dans une gamme de température allant de 

8 à 28 °C, si l’ humidité relative est supérieure à 96 % ou en présence d’eau sur la surface des 

plantes (Rotem, 1994). Une fois les conidies libérées, elles sont dispersées par le vent et l’eau 

(pluie et irrigation) (Roy, 1969), cette dispersion augmente lorsque l’humidité relative 

diminue (Strandberg, 1977). 

Les conidies se déposent ensuite sur la surface des feuilles où elles germent et infectent 

les tissus. À 24 °C, les dégâts sont plus sévères si la feuille reste humide pendant une période 

prolongée (Roy, 1969). Inversement, le taux d’infection est fortement réduit par des 

températures nocturnes inférieures à 12°C (Strandberg, 1988b). 

La période infectieuse est définie par le nombre de jours durant lesquels les conidies sont 

produites. La période infectieuse des Alternaria spp. est longue car elle commence sur feuilles 

vivantes et se poursuit après la mort des tissus infectés (Rotem, 1994). 

 

 

2.4.2. Développement du champignon sur la plante hôte 

La première étape du cycle infectieux est l’adhésion de l’agent pathogène à la surface de 

la plante hôte. Ensuite, les conidies d’A. dauci germent rapidement, en moins de cinq heures 

après l’inoculation. Les conidies sont composées de plusieurs cellules, chacune pouvant 

donner naissance à un tube germinatif (Fig. 11). 

 

 
 

Les tubes germinatifs adhèrent fortement à la cuticule en sécrétant un abondant mucilage 

constitué de polysaccharides ou de glycoprotéines (Boedo, 2009 ; Hatzipapas et al., 2002). 

Suite à l’adhésion et à la germination, une étape importante du cycle infectieux est la 

pénétration du champignon dans les tissus de la plante hôte. Les champignons 

phytopathogènes possèdent deux stratégies non exclusives de pénétration dans les tissus 

végétaux : mécanique et enzymatique. La pénétration mécanique nécessite la différenciation 

de structures infectieuses spécialisées appelées appressoria. Chez les Alternaria spp., la 

Figure 11 : Conidie d’A. dauci en germination à la surface d’une feuille de carotte (Boedo, 2009). 
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preuve de la formation d’appressoria vrais n’est pas évidente, et certains auteurs décrivent 

plutôt une structure de type « appressorium-like » (Boedo et al., 2008 ; McRoberts et 

Lennard, 1996 ; Prasad et al., 1990). En revanche, les Alternaria spp. synthétisent des 

enzymes hydrolytiques (Rotem, 1994). De façon générale, la dégradation de la cuticule et de 

la paroi végétale nécessite des cutinases, des lipases, des galacturonidases, des pectine-lyases 

et des pectine-méthylestérases (Thomma, 2003). 

A. dauci pénètre au travers des jonctions inter-cellulaires, il réalise sa pénétration en 

formant des appressorium-like et vraisemblablement en sécrétant des enzymes hydrolytiques 

(Boedo, 2009). La pénétration via les stomates ou les blessures a été observée, mais de façon 

plus marginale (Boedo, 2009). 

L’intense colonisation des tissus végétaux se traduit ensuite par la présence d’un réseau 

dense d’hyphes sous-cuticulaires. Boedo (2009) a montré, via différentes techniques de 

microscopie, que le champignon est présent de manière extra et intra-cellulaire. 

La présence des hyphes provoque la rupture de la paroi cellulaire végétale et la perte de 

l’organisation cytoplasmique (Dugdale et al., 2000 ; Boedo, 2009). De telles modifications 

physiques chez la plante hôte suggèrent l’implication de phytotoxines dans les mécanismes 

d’action d’A. dauci (Dugdale et al., 2000). L’infection conduit à la formation de lésions 

nécrotiques, le champignon se situe au centre de la lésion qui est entourée d’un halo 

chlorotique. Cette zone est créée par la diffusion de métabolites fongiques telles que les 

toxines (Thomma, 2003). 

Le cycle infectieux des champignons phytopathogènes se termine généralement par 

l’étape de sporulation qui assure la survie et la dissémination du pathogène. Dans le cas du 

pathosystème A. dauci-carotte, l’émergence des conidiophores s’amorce à partir des hyphes 

sous-cuticulaires (Boedo, 2009). Les conditions favorables à la formation des conidies elles-

mêmes sont les mêmes que pour l’inoculum primaire : 8 à 28° C, 96-100% HR.  

 

 

2.5. Déterminisme du pouvoir pathogène 

On peut distinguer trois catégories de champignons phytopathogènes en fonction de leur 

mode de nutrition, qui peut être biotrophe, hémibiotrophe ou nécrotrophe. 

Les champignons biotrophes établissent une relation trophique avec les cellules végétales 

vivantes. Ils différencient des structures d’absorption intra-cellulaires particulières appelées 

haustoria, leur permettant de prélever des nutriments directement dans les cellules végétales 

sans provoquer leur mort. Souvent, leur culture sur milieu artificiel est difficile, voire 

impossible. On compte parmi eux les champignons responsables des rouilles et des oïdiums. 

Les champignons nécrotrophes quant à eux, tuent les cellules végétales (notamment par 

l’action de toxines) en avant du front de développement de la lésion qu’ils provoquent et 

colonisent les tissus végétaux morts en quasi-saprophytes. Les Alternaria phytopathogènes, 
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dont A. dauci, sont des champignons nécrotrophes (Agrios, 2005). On peut aussi citer dans cet 

ensemble les genres Cochliobolus ou Botrytis. 

Les agents hémibiotrophes constituent une classe intermédiaire d’agents pathogènes 

capables d’engager une relation biotrophe avec leur hôte, puis de passer ensuite à un 

comportement nécrotrophe. On retrouve dans cet ensemble le champignon pathogène 

Magnaporthe oryzae ou encore les Colletotrichum spp. responsables des anthracnoses. 

 

 

2.5.1. Les toxines fongiques 

La stratégie de colonisation des champignons nécrotrophes consiste à tuer les cellules 

végétales et à dégrader leurs structures avant de s’en nourrir. La mort des cellules hôtes est 

provoquée par des toxines qui affectent généralement la perméabilité des membranes ou le 

fonctionnement de certaines enzymes (Guillemette, 2003). Ces toxines sont dans la majorité 

des cas des métabolites secondaires de faible poids moléculaire efficaces à de très faibles 

concentrations (Walton, 1996 ; Thomma, 2003 ; Berestetskiy, 2008). 

Les phytotoxines peuvent être divisées en deux catégories. Une première catégorie 

regroupe les toxines spécifiques de l’hôte (Host-Specific Toxins ou HSTs). Ces composés sont 

toxiques, aux concentrations physiologiques, pour certaines plantes mais n’exercent aucun 

effet sur d’autres, et sont ainsi directement à l’origine du spectre d’hôte des champignons qui 

les produisent (Walton, 1996). La plupart des HSTs sont des métabolites secondaires 

(terpénoïdes, oligosaccharides, peptides) possédant une grande diversité au niveau de leur 

structure chimique et de leurs effets biologiques. Ces métabolites sont généralement présents 

sous forme de petites molécules diffusibles dans les tissus de la plante. Les HSTs sont les 

déterminants primaires du pouvoir pathogène. Elles représentent une composante qualitative 

du pouvoir pathogène (virulence) (Walton, 1996). La sensibilité des plantes aux HSTs est 

souvent soumise à un contrôle monogénique. Il a été émis l’hypothèse que la présence de 

récepteurs appropriés est nécessaire pour que la toxine puisse agir. En outre, comme les HSTs 

sont des agents de compatibilité, en cas d’absence de ces récepteurs, la plante est alors 

résistante à l’agent pathogène producteur de la toxine (Walton et Panaccione, 1993). 

Une deuxième catégorie de toxines renferme les toxines non spécifiques de l’hôte (Non-

Host-Specific Toxins ou NHSTs) considérées comme des déterminants secondaires du 

pouvoir pathogène et intervenant dans sa composante quantitative (agressivité). Elles ne sont 

pas nécessaires à l’initiation du processus infectieux, mais contribuent à augmenter l’intensité 

des symptômes de la maladie (Thomma, 2003). Contrairement aux HSTs, ces composés 

exercent leur toxicité sur une grande variété d’espèces (Guillemette, 2003). 

De nombreuses NHSTs ont été isolées à partir de cultures de champignons et de bactéries. 

Parmi les toxines produites par des champignons, citons l’acide fumarique produit par 

Rhizopus spp., l’acide oxalique produit par des espèces des genres Sclerotium et Sclerotinia, 

les ophiobolines produites par plusieurs espèces de Cochliobolus, l’acide fusarique et la 

lycomarasmine produits par Fusarium oxysporum (Agrios, 2005). 



 

2.5.2. Les toxines d’

Les HSTs connues sont essentiellement produites par les champignons appartenant aux 

genres Alternaria et Cochliobolus

une dizaine d’espèces pathogènes productrices de HSTs, ce qui leur confère un spectre d’hôte 

distinct et restreint (Otani et al.

sein d’une espèce, produit un spectre de toxines qui lui est propre (

notamment le cas des pathotypes appartenant à l’espèce 

Tsuge, 1995). 

Parmi ces toxines, citons par exemple la toxine AAL (sur tomate)

mandarinier), la toxine AF (sur fraisie

pommier), la toxine AS (sur tournesol), produites par 

la destruxine B produites par A. brassicicola

Ces HSTs agissent à plusieurs niveaux

végétaux et l’altération des membranes, elles 

mitochondries. Dans certains cas

dosage des pigments chlorophylliens (

Chez Alternaria spp., de nombreuses toxines non hôte spécifiques (NHST) ont également 

été identifiées, mais leur action précise n’a été étudiée en détail que pour quelques 

d’entre elles (Thomma, 2003 

toxiques ont été isolés à partir d’espèces

plus importantes se répartissent dans les quatre groupes suivants (

Barkai-Golan et Paster, 2008 

Thomma, 2003) : 

• dérivés de dibenzopyrone (alternariol, éther monométhylique d'alternariol, altenu

• dérivés du pérylène (altertoxine I, II, III)

• dérivés de l’acide tétramique (acide ténuazonique)

• polykétides (zinniol) 

Plusieurs espèces d’Alternaria

Parmi ces composés, plusieurs (notamment l’alt

les altertoxines et l’acide tenuazonique) sont particulièrement toxiques pour les mammifères 

(Guillemette, 2003 ; Ostry, 2008
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Les toxines d’Alternaria spp. 

Les HSTs connues sont essentiellement produites par les champignons appartenant aux 

Cochliobolus (syn. Helminthosporium). Le genre Alternaria

athogènes productrices de HSTs, ce qui leur confère un spectre d’hôte 

et al., 1995). Chaque espèce, parfois même chaque pathotype au 

sein d’une espèce, produit un spectre de toxines qui lui est propre (Thomma, 2003

notamment le cas des pathotypes appartenant à l’espèce Alternaria alternata

citons par exemple la toxine AAL (sur tomate), la toxine ACT (sur 

la toxine AF (sur fraisier), la toxine AK (sur poirier japonais)

pommier), la toxine AS (sur tournesol), produites par A. alternata, ou encore la toxine AB et 

A. brassicicola (Thomma, 2003). 

Ces HSTs agissent à plusieurs niveaux : elles provoquent la perte d’électrolytes de

et l’altération des membranes, elles affectent les chloroplastes 

mitochondries. Dans certains cas, la réponse de l’hôte à ces toxines peut être quantifiée par le 

dosage des pigments chlorophylliens (Dugdale et al., 2000) 

, de nombreuses toxines non hôte spécifiques (NHST) ont également 

été identifiées, mais leur action précise n’a été étudiée en détail que pour quelques 

 ; Andersen et al., 2008). Plus de 30 composés potentiellement 

toxiques ont été isolés à partir d’espèces du genre Alternaria (Ostry, 2008

se répartissent dans les quatre groupes suivants (Andersen 

 ; Gamboa-Angulo et al., 2000 ; Gamboa-Angulo 

dérivés de dibenzopyrone (alternariol, éther monométhylique d'alternariol, altenu

dérivés du pérylène (altertoxine I, II, III) 

dérivés de l’acide tétramique (acide ténuazonique) 

Alternaria détériorent les aliments en produisant des mycotoxines. 

Parmi ces composés, plusieurs (notamment l’alternariol, l’éther monométhylique d'alternariol, 

les altertoxines et l’acide tenuazonique) sont particulièrement toxiques pour les mammifères 

Ostry, 2008). 

 

 
Figure 12 : Molécule de zinniol (KEGG [Internet]). 
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Parmi les NHSTs, on distingue le zinniol (Fig. 12). C’est un composé phytotoxique 

purifié la première fois par White et Starratt (1967) à partir de cultures d’A. zinniae 

(pathogène du zinnia et du tournesol). L’application d’une solution de zinniol à 50 µg/mL au 

niveau de blessures de feuilles appartenant à plusieurs espèces botaniques (brocoli, carthame, 

chou, coton, haricot, navet, oignon) induit des réactions toxiques ce qui montre le caractère 

non spécifique de cette toxine (Cotty et Misaghi, 1984). 

La production de zinniol a été mise en évidence chez A. dauci (Barash et al., 1981), A. 

porri (Yu et al., 1983), A. carthami, A. macrospora, A. solani et A. tagetica (Cotty et Misaghi, 

1984). Le zinniol a également été mis en évidence chez un champignon n’appartenant pas au 

genre Alternaria, Phoma macdonaldii (Sugawara et Strobel, 1986), pathogène du tournesol. 

 

Le zinniol a été mis en évidence chez A. dauci à partir de mycélium et de filtrat issu des 

fluides de germination de conidies (Barash et al., 1981). Les auteurs ont supposé que le 

zinniol était synthétisé par les conidies germantes avant la pénétration et qu’il serait donc 

susceptible de faciliter la pénétration dans les tissus hôtes. Le zinniol est produit dans les 

tubes germinatifs et dans les jeunes hyphes et interviendrait dans les mécanismes du pouvoir 

pathogène du champignon (Thuleau et al., 1988). 

Cette toxine altère la perméabilité des membranes plasmiques et des membranes des 

chloroplastes. L’application de zinniol purifié sur des feuilles de carotte conduit à des 

symptômes similaires à ceux observés après l’inoculation d’A. dauci (Barash et al., 1981). 

Cependant, la concentration de zinniol nécessaire à l’apparition de symptômes sur feuilles 

détachées étant élevée (1 mM (Barash et al., 1981) ; 1,8 mM (Montillet, 1986)), le rôle 

primaire de cette molécule dans le développement de la maladie est remis en cause. 

Notamment récemment, où certains auteurs émettent un doute sur le rôle réel du zinniol en 

tant que phytotoxine, à partir d’études basées sur l’application de zinniol sur des cultures 

cellulaires (Qui et al., 2010). 

Le zinniol a été dosé par une méthode radio-immunologique dans des feuilles de carotte 

infectées artificiellement (Montillet, 1986). Ce travail a permis de montrer que la répartition 

de la toxine n’était pas homogène dans les tissus de la plante. 

En plus du zinniol, A. dauci produit également de l’alternariol et de l’éther 

monométhylique d'alternariol ainsi que d’autre métabolites encore non identifiés à ce jour 

(Andersen et al., 2008 ; Ostry, 2008). 

 

 

2.6. Gamme d’hôtes et agressivité chez l’espèce A. dauci 

A. dauci attaque principalement la carotte. Il a été également signalé chez d’autres 

espèces cultivées (céleri, cerfeuil commun, coriandre, aneth, fenouil, persil, mâche, cresson, 

radis et tomate) (Felix et Orieux, 1963 in Boedo et al., 2012 ; Joly, 1964 in Boedo et al., 
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2012 ; Boedo et al., 2012), mais la présence d’infection sur d’autres plantes hôtes que la 

carotte est rarement rapportée autrement que dans des conditions artificielles. La gamme 

d’hôte reste donc à étudier en conditions d’infestation naturelle. 

A. dauci a également été isolé à partir de symptômes observés sur plusieurs espèces 

sauvages appartenant à la famille des Apiaceae. Le champignon a notamment été isolé à partir 

de panais sauvage (Pastinaca sativa) et différentes espèces de carottes sauvages appartenant 

au genre Daucus, se trouvant à proximité de carottes cultivées (Soteros, 1979). En conditions 

artificielles, une forte intensité de maladie due à A. dauci a été observée après inoculation de 

différents génotypes de Daucus sauvages (Boedo et al., 2012). 

Des travaux menés par Benichou et al. (2009), ont démontré qu’il existe une forte 

variabilité génétique au sein de l’espèce A. dauci. En particulier cette diversité génétique est 

supérieure à celle observée chez A. brassicicola. 

Cette diversité est également visible du point de vue des niveaux d’agressivité du 

champignon (Boedo et al., 2012). À partir de onze isolats sélectionnés d’après leur diversité 

selon l’origine géographique, la plante hôte et le polymorphisme des régions IGS (Intergenic 

Spacer), ces auteurs ont montré une variation continue dans l’agressivité de ces isolats. 

Cependant, certains isolats sont significativement différents des autres du point de vue de leur 

agressivité mettant en évidence quatre niveaux d’agressivité. 

 

 

2.7. Méthodes de lutte  

Le contrôle d’A. dauci est nécessaire si l’on veut réduire les dégâts occasionnés par la 

maladie. La première manière de combattre la maladie consiste à prévenir les attaques. Les 

principales méthodes de lutte sont l’utilisation de semences saines, l’application de 

fongicides, les pratiques culturales et la sélection de variétés résistantes. Lorsque la pression 

de la maladie est forte, aucune de ces méthodes n’est suffisante si elle est utilisée seule. 

 

 

2.7.1. Semences saines 

À l’installation de la culture, une contamination faible, voire absente est une première 

étape dans le contrôle de la maladie. L’utilisation de semences saines permet de ne pas 

importer un inoculum primaire lors de la mise en place de la culture. L’analyse de la qualité 

sanitaire des semences, permet de définir le niveau de contamination des lots de semences. 

Les semences peuvent être traitées à l’eau chaude ou avec des fongicides, ce qui diminue 

les risques de transmission de la maladie par les semences, limitant ainsi les infections 

précoces dans les cultures (Strandberg, 1984 ; Strandberg et White, 1989 ; Koch et al., 2010). 

Le pelliculage avec le thirame ou l’iprodione réduit significativement la contamination 
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(Strandberg, 1984 ; Farrar et al., 2004). Un fongicide peut être associé à la solution de 

« priming » des semences. Cette technique du « priming » permet d’amorcer la germination et 

de l’arrêter avant la percée de la radicule, afin d’obtenir une levée homogène au champ et 

limiter les fontes de semis dues à A. dauci (Maude et al., 1992). 

 

 

2.7.2. Méthodes culturales 

Les pratiques culturales doivent permettre de réduire la pression de la maladie et les 

risques de propagation, il conviendra ainsi d’éliminer les débris culturaux, les adventices et de 

pratiquer des rotations afin de limiter les sources d’inoculum primaire. Les rotations 

permettent de diminuer la quantité d’inoculum en permettant la décomposition des débris de 

culture, support du champignon durant l’interculture. La rotation doit être suffisamment 

longue pour permettre la décomposition complète des débris de culture et de ce fait éliminer 

le champignon. 

La résistance de l’hôte est aussi influencée par les pratiques culturales, en particulier la 

fertilisation. Une fertilisation une fois et demi supérieure au niveau recommandé, provoque 

une augmentation de la maladie de l’ordre de 23 à 30 % (Vintal et al., 1999). De même, une 

irrigation excessive, maintenant une forte humidité au niveau du feuillage, est un facteur 

influençant grandement le développement de la maladie (Rotem, 1994). 

Des études sur l’impact de la taille (« trimming ») du feuillage ont été menées au Canada 

(McIsaac et al., 2009 ; Pickle, 2009). Il s’agit d’éliminer une partie du feuillage des carottes, à 

l’aide d’un engin équipé de disques coupant les feuilles entre les rangs, afin de permettre une 

meilleure aération des plantes et ainsi diminuer l’humidité relative dans l’environnement des 

plantes. Ces auteurs observent alors une diminution de plusieurs maladies dont l’alternariose. 

Il est également conseillé d’inspecter régulièrement les cultures pour dépister à temps les 

zones d’infection. Le semis de deux rangs d’une variété sensible à la brûlure foliaire à 

proximité de la parcelle cultivée en carottes, constitue un indicateur pour le déclenchement 

des traitements chimiques préventifs (Poissonnier et al., 1995). 

 

 

2.7.3. Lutte chimique durant la culture 

Dans la plupart des régions de production, l’application de fongicide en routine est 

nécessaire pour contrôler de façon adéquate l’alternariose. Par exemple, l’iprodione est 

appliqué tous les 14 jours (Poissonnier et al., 1995) et, d’après le CTIFL, il est important 

d’appliquer de façon préventive les produits dans de bonnes conditions d’efficacité et de tenue 

(mouillant), avec un renouvellement en cas de lessivage (Poissonnier et al., 1995). Pour que le 

traitement soit efficace, plusieurs paramètres de la culture sont à prendre en compte 

notamment, le choix des matières actives, le seuil de dégâts économiques de la maladie, la 

période d’application en fonction du calendrier des travaux culturaux, le délai avant récolte 

(Farrar et al., 2004). 
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Le chlorothalonil et le difénoconazole semblent être les substances les plus efficaces 

(Ben-Noon et al., 2001). D’autres produits, comme par exemple, le mancozèbe et l’iprodione, 

semblent moins efficaces, mais ils sont utilisés pour permettre l’alternance destinée à prévenir 

l’apparition de résistances. 

Un certain nombre de molécules sont autorisées par le Ministère français de l’agriculture 

et de l’agroalimentaire, dans la lutte contre l’alternariose de la carotte, à savoir (Couteux et 

Lejeune, 2011 ; e-PHY - Ministère de l’agriculture, de l’agro-alimentaire et de la forêt 

[Internet]) : 

• pour le traitement des semences : l’iprodione (le thirame n’est plus autorisé) 

• pour le traitement des parties aériennes : le mancozèbe, le cyprodinil, le fludioxonil, le 

difénoconazole, l’azoxystrobine, le myclobutanil, la pyraclostrobine, le chlorothalonil, 

le pyriméthanil, et l’iprodione 

La protection offerte par ces fongicides s’étend également à d’autres agents pathogènes. 

Mais dans le cadre du plan Ecophyto 2018, qui vise à réduire et sécuriser l’utilisation des 

produits phytosanitaires (y compris pour des usages non-agricoles), l'un des objectifs est de 

diviser par deux l'usage de pesticides avant 2018 (Ministère de l’agriculture, de l’agro-

alimentaire et de la forêt [Internet]). Ceci implique qu’un certain nombre de molécules 

utilisées contre A. dauci ne seront peut être plus autorisées dans un délai relativement court, 

privant ainsi les producteurs d’un moyen de lutte très largement utilisé aujourd’hui. 

Par ailleurs, il est aussi possible d’appliquer des traitements non fongicides tel que des 

stimulateurs de défense naturelle (SDN), ou encore des gibbérellines (phytohormones) pour 

diminuer la sévérité de la maladie (Santos et al., 2000). L’application d’acide gibbérellique 

(GA) sur le feuillage réduit le pourcentage de surface de feuilles affectées par A. dauci. Le 

degré de réduction de la maladie avec deux applications de GA est similaire à ce qui a été 

obtenu avec quatre applications du fongicide iprodione (Santos et al., 2000). 

 

 

2.7.4. Lutte génétique 

Dans l’état actuel, la protection chimique durant la culture reste la méthode la plus simple 

et la plus sûre dans le contrôle de l’alternariose, mais elle n’est pas sans conséquence au 

niveau de l’environnement (apparition de souches pathogènes résistantes aux pesticides, 

modification de la faune et de la flore du sol, pollution des eaux) et de la santé humaine 

(contamination des applicateurs, résidus dans les racines consommées). Le développement de 

résistances aux fongicides a déjà été rapporté dans différents pathosystèmes, et des cas de 

résistance à l’iprodione ont notamment été documentés chez Alternaria spp., dont A. dauci 

(Fancelli et Kimati, 1991 ; Solel, 1996). 

Les acteurs de la filière cherchent donc à développer des stratégies alternatives, en 

particulier en associant différentes approches, dont la lutte génétique (Ben-Noon et al., 2003). 

Il est montré par exemple que, lors d’attaques importantes, avec une démarche de lutte 

chimique seule, une efficacité de 58 % pouvait être atteinte ; par contre en l’associant à une 
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démarche de lutte génétique, l’efficacité s’est avérée atteindre 91 % (Ben-Noon et al., 2003). 

Aujourd’hui, bien que certains cultivars de carotte soient moins sensibles que d’autres à 

la maladie, aucune résistance complète n’a été trouvée (Simon et Strandberg, 1998 ; Pawelec, 

2005). Le niveau de tolérance des variétés actuellement disponibles est insuffisant et ne 

permet donc pas de s’affranchir de la lutte chimique. Toutefois la sélection de variétés a donné 

naissance à des variétés de carotte possédant un niveau de résistance partielle intéressant, par 

exemple la variété Boléro qui est devenue une référence du point de vue de la résistance à A. 

dauci. Développer des variétés présentant un niveau de résistance fort et durable est l’un des 

objectifs principaux des sélectionneurs de l’espèce. Néanmoins de telles variétés, qui doivent 

combiner résistance aux agents pathogènes et avantages culturaux, ne sont pas toujours faciles 

à obtenir. L’amélioration génétique de la plante par l’introduction de gènes (par sélection 

classique ou transgénèse) conférant une résistance à des agents pathogènes constitue une 

alternative potentielle à l’usage de pesticides en grand nombre, mais pour cela il est nécessaire 

de comprendre comment la carotte peut résister à A. dauci. 

 

La transgénèse a été réalisée pour la première fois chez la carotte au début des années 

1990 (Doré et Varoquaux, 2006). Des carottes transgéniques résistantes à A. dauci ont été 

créées en utilisant différents gènes de résistance. Takaichi et Oeda (2000) ont mis au point une 

lignée transformée avec un gène de lysozyme humain. Cette protéine a la capacité de cliver 

les liaisons ß-glycosidiques de la chitine de la paroi fongique. Cette lignée de carotte 

transgénique produit abondamment le lysoszyme (0,5% des protéines solubles totales) et 

possède un haut niveau de résistance à A. dauci. 

Par ailleurs, des carottes transgéniques résistantes à A. dauci ont été obtenues par 

agrotransformation en utilisant une PR protéine de type « thaumatin-like » identifiée chez le 

riz (classe PR-5). Deux lignées ont été obtenues avec cette méthode, et leur niveau de 

résistance est bien corrélée au niveau d’expression de la protéine « thaumatin-like » (Punja, 

2005). Il a été montré que cette protéine a une localisation extra-cellulaire qui lui confère un 

rôle dans les réactions précoces de la résistance vis-à-vis d’A. dauci. 

Plus récemment, des plantes transgéniques de carotte exprimant l’endochitinase CHIT36 

ont été utilisés dans des tests de résistance afin d’évaluer leur sensibilité à différents 

champignons phytopathogènes. Le niveau de résistance exprimé dépend du clone testé, 

cependant tous présentent un niveau de résistance significativement plus élevé envers 

Alternaria radicina et Botrytis cinerea, d’environ 50 % par rapport au témoin non transformé. 

Une progression plus lente de la maladie causée par A. dauci a été observée chez deux plantes 

transgéniques comparativement à tous les autres transformants. Les résultats de ces travaux 

montrent donc que l’expression de CHIT36 in planta a le potentiel de réduire le 

développement de maladies fongiques (Baranski et al., 2008). 

À notre connaissance, aucune des variétés de carotte transgénique mises au point n’est 

actuellement commercialisée. Leur utilisation se limite à des besoins expérimentaux. Dans le 

contexte actuel, l’utilisation de variétés transgéniques pour la consommation humaine est 
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difficilement envisageable. 
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3. L’interaction plante hôte/agents pathogènes 

3.1. Généralités et définitions 

Au cours de leur vie, les plantes sont continuellement confrontées à un grand nombre de 

microorganismes potentiellement pathogènes mais qui, le plus souvent, n’ont pas d’effet 

visible. Bien que certains organismes soient capables de parasiter une espèce végétale donnée, 

dans la plupart des cas, un microorganisme entrant en contact avec une plante ne se développe 

pas, et aucune maladie n’est observée. La maladie reste un cas particulier de l’interaction. 

 

 

3.1.1. Les différents types de résistance 

Deux situations différentes sont donc à considérer : la relation hôte où un parasite peut 

contaminer un hôte et s’y développer, et la relation non-hôte. La relation non-hôte caractérise 

l’incompatibilité entre tous les génotypes d’une espèce végétale donnée et tous les biotypes ou 

isolats d’un agent pathogène déterminé. La relation hôte est quant à elle une relation où, pour 

une espèce végétale particulière, l’interaction avec un parasite déterminé aboutit parfois à une 

incompatibilité (plante résistante), et parfois à une compatibilité plus ou moins marquée selon 

les génotypes (plante sensible ou tolérante) (Agrios, 2005 ; Lepoivre, 2003). 

Dans le cas de la relation hôte, certains génotypes végétaux sont donc résistants à une 

souche d’un agent pathogène, alors que d’autres y sont sensibles. La relation hôte décrit alors 

les interactions différentes existant entre les différents cultivars d’une espèce végétale donnée 

et les différents biotypes d’un agent pathogène. Deux types de résistances hôte sont 

classiquement distingués : la résistance verticale et la résistance horizontale. 

La résistance verticale peut être définie par ses trois caractères principaux : totale, 

différentielle et monogénique. Dans la plupart des cas, le déterminisme de la résistance 

verticale s’explique par la théorie gène-pour-gène énoncée par Flor en 1942 et selon laquelle 

l’interaction est incompatible si et seulement si, le produit du gène (souvent dit « majeur ») de 
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résistance de la plante reconnaît le produit du gène d’avirulence de l’agent pathogène. Lors de 

réactions incompatibles, on observe fréquemment deux phénomènes que l’on considère 

comme typiques : La réaction hypersensible (Hypersensitive reaction, ou HR), caractérisée à 

l’échelle macroscopique par l’apparition rapide d’une petite nécrose non évolutive située sur 

le lieu de l’inoculation, et la résistance systémique acquise (Systemic Acquired Resistance, ou 

SAR), correspondant à une élévation du niveau de résistance général de la plante à tous les 

agents pathogènes suite à cette réaction incompatible. 

La résistance horizontale est caractérisée par trois caractéristiques opposées à celles de la 

résistance verticale : partielle, non différentielle et polygénique. Le niveau observé de la 

maladie peut varier en fonction du niveau de résistance des cultivars et du niveau 

d’agressivité des souches du parasite (Agrios, 2005 ; Lepoivre, 2003). Souvent, la résistance 

horizontale induit, chez l’agent pathogène, une perte de performance sur une ou plusieurs 

composantes de son cycle de développement. On peut citer par exemple une baisse de 

l’efficacité d’infection, une augmentation de la période de latence (c’est à dire la période entre 

l’infection et l’émission de nouvelles spores par l’agent pathogène), ou une baisse de sa 

capacité à sporuler (Hossard et al., 2010). Les mécanismes de cette résistance sont mal connus 

mais son induction nécessiterait l’expression de plusieurs gènes, dits mineurs par opposition à 

la résistance verticale. En conséquence, ce type de résistance est souvent un caractère 

quantitatif, sous contrôle polygénique impliquant des QTLs (Quantitative Trait Loci). 

 

 

3.1.2. Le point de vue de l’améliorateur 

Parallèlement à la notion de résistance horizontale, le terme de « tolérance » est aussi 

employé, en particulier en amélioration des plantes. Un génotype est dit « tolérant » s’il est 

capable de se développer et d’avoir une production adéquate ou du moins acceptable, alors 

qu’il est infecté ou malade (Lepoivre, 2003 ; Rapilly, 1991). Le concept de tolérance 

s’applique également aux causes non parasitaires (Lepoivre, 2003). En d’autres termes, la 

tolérance correspond à la capacité d’une plante à supporter une agression physique, chimique 

ou biologique sans trop en souffrir, alors que la résistance est la capacité d'une plante à faire 

face à l'agression d'organismes pathogènes, et d'en annuler les effets. La notion de résistance 

partielle recouvre celle de tolérance à une agression d’origine biologique. Elle sera, dans la 

suite de ce document, employée dans ce sens. 

La résistance verticale est une résistance monogénique suivant un déterminisme 

mendélien, elle a donc une certaine facilité d’utilisation en amélioration. Cette résistance 

totale permet une observation aisée, ce qui contribue à cette facilité. En conséquence, 

l’introgression de gènes de résistance dans des génotypes cultivés a largement contribué au 

développement de variétés résistantes depuis plusieurs décennies. Mais cette résistance 

verticale, basée sur la reconnaissance spécifique de produits de gènes d’avirulence, risque à 

tout moment d’être contournée par des souches portant une version mutée de ce gène. 

Le contournement des gènes de résistance verticale a amené l’idée qu’il serait nécessaire 
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de mettre en place une résistance durable des plantes aux maladies (Johnson, 1981). Par 

« durable », on entend une résistance efficace pendant une longue durée, à large échelle et 

dans des conditions favorables au développement de la maladie. 

De nombreux moyens d’augmenter la durabilité des résistances ont été proposés (pour 

revue : Wagner, 2012). Une des idées de base est que, plus le nombre de facteurs de résistance 

à contourner est grand, et plus il sera nécessaire d’accumuler des mutations pour devenir 

virulent, et plus faible sera la probabilité d’occurrence du contournement par les populations 

pathogènes (Palloix et al., 2009). Cette stratégie est possible avec des gènes de résistance 

verticale, on parle alors de pyramidage de gènes (Nelson, 1978 in Pedersen et Leath, 1988). 

La question de la durabilité a aussi remis au goût du jour l’utilisation de la résistance 

horizontale en amélioration. En effet, l’effet généralement additif des gènes fait que leur 

accumulation permettrait d’obtenir un niveau de résistance élevé, et du fait de leurs effets 

individuels relativement faibles, la pression de sélection exercée par chaque QTL sur la 

population de l’agent pathogène est moins forte, limitant ainsi le risque de contournement 

(Palloix et al., 2009). Le recul sur des travaux de sélection anciens permet d’ailleurs de voir 

cette durabilité. Par exemple, la résistance partielle au mildiou de la variété de pomme de terre 

‘Kaptah Vandel’, obtenue en 1965, est toujours visible aujourd’hui (European Cultivated 

Potato Database [Internet]). On observe des résultats similaires pour la variété de riz 

‘Nipponbare’, partiellement résistante à la Pyriculariose du riz, et obtenue au Japon dans les 

années 1920. 

 

 

3.2. Reconnaissance hôte/agent pathogène 

Les notions de résistances non-hôte, verticale ou horizontale de la plante, d’agressivité et 

de virulence de l’agent pathogène, ont émergées à la suite d’expérimentations au champ, 

souvent réalisées dans le cadre de programmes d’amélioration ou d’études du déterminisme 

génétique de la résistance. Depuis, des travaux de biologie moléculaire et de génétique 

fonctionnelle ont permis de bien comprendre les mécanismes impliqués dans certains aspects 

de la résistance, en particulier les résistances non-hôte et verticale. 

Lorsqu’un agent potentiellement pathogène, ayant franchi les barrières protectrices 

constitutives (cuticule, paroi pectocellulosique, etc.), entre en contact avec une plante dans 

des conditions d’environnement favorables à l’infection, débute alors un dialogue moléculaire 

entre l’hôte et le parasite dont l’issue va définir le type de relation qui va s’établir entre les 

protagonistes (Innes, 1996 ; Lepoivre, 2003). 

La compatibilité ou l’incompatibilité de l’interaction plante/agent pathogène dépend de la 

capacité de la plante à identifier la présence de l’agresseur. L’évolution du règne végétal a 

conduit à la mise en place de deux niveaux de reconnaissance : le premier, qui correspond à la 

résistance non-hôte, utilise des récepteurs transmembranaires appelés Pattern Recognition 
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Receptors (PRRs) qui détectent des molécules communes à différents microorganismes 

pathogènes ou non (Pathogen ou Microorganism ou Danger-Associated Molecular Pattern, i.e. 

PAMPs ou MAMPs ou DAMPs), telle que la flagelline des bactéries ou l’ergostérol chez les 

champignons, ou encore les composés issus de la dégradation de la paroi végétale. Le second 

niveau, qui correspond à la résistance verticale, est basé sur les protéines codées par la plupart 

des gènes de résistance et permettant la reconnaissance d’effecteurs émis par l’agent 

pathogène (Jones et Dangl, 2006). Le modèle dit « en zigzag » (Fig. 13) décrit ces deux 

niveaux de la reconnaissance des agents pathogènes par les plantes. 

 

 
 

Dans la plupart des cas, les PAMPs sont reconnus par les PRRs de la plante, ce qui 

déclenche une réaction visant à empêcher la colonisation (PAMP-triggered immunity, ou 

PTI). Cette PTI aboutit à une incompatibilité et suffit à stopper le développement des 

organismes pathogènes pour la plupart des plantes : il s’agit de la résistance non-hôte. 

Les agents pathogènes d’une espèce végétale donnée sont capables de contourner ou 

d’inhiber cette PTI, entre autres en déployant des effecteurs qui contribuent alors à leur 

virulence (Deslandes et Rivas, 2012). On parle d’une sensibilité provoquée par les effecteurs 

(effector-triggered susceptibility ou ETS). Un effecteur donné peut alors être spécifiquement 

reconnu par la protéine de résistance correspondante. Chez la plante, le résultat est une 

résistance déclenchée par les effecteurs (effector-triggered immunity ou ETI). L’ETI est une 

version accélérée et amplifiée de la PTI, et aboutit à une résistance totale (ou verticale). 

Dans une troisième phase, la sélection naturelle a conduit les agents pathogènes à éviter 

l’ETI en éliminant ou en diversifiant les gènes d’effecteurs identifiés, ou en acquérant des 

effecteurs supplémentaires qui suppriment l’ETI. La sélection naturelle a aussi comme 

conséquence de nouvelles spécificités de résistance conférées par de nouveaux allèles chez la 

plante, de sorte que l'ETI puisse être de nouveau déclenchée (Jones et Dangl, 2006). Ainsi, la 

coévolution des gènes R et des gènes Avr maintient, par la reconnaissance ou non entre leurs 

produits d’expression, une situation où la maladie est présente mais où certaines accessions 

lui résistent. 

Figure 13 : Modèle en zigzag illustrant les réponses quantitatives de résistance des plantes lors de la 
reconnaissance d’un agent pathogène (Jones et Dangl, 2006). 
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3.3. Derrière la résistance verticale : protéines de résistance et 

protéines d’avirulence 

Le premier gène de résistance cloné a été celui de la résistance de la tomate à 

Pseudomonas syringae pv. tomato (gène Pto) en 1993 (Martin et al., 1993). Aujourd’hui, plus 

de 70 gènes R sont connus (Liu et al., 2007 ; Gururani et al., 2012). Malgré ce grand nombre 

et la diversité des parasites concernés (champignons, bactéries, virus), ceux-ci présentent une 

forte homologie de structure et la conservation d’un certain nombre de motifs structuraux 

(Lepoivre, 2003). Sur le plan fonctionnel, la plupart des gènes R combinent un motif 

récepteur (qui serait responsable de la reconnaissance des molécules élicitrices) et un domaine 

effecteur (qui serait responsable de l’activation directe ou indirecte des signaux de 

transduction). 

Ainsi, cinq domaines structuraux sont particulièrement fréquents : 

• le domaine LRR (Leucine-Rich Repeats) : ce domaine serait lié à la spécificité de 

l’interaction éliciteur/récepteur. 

• le domaine sérine/thréonine kinase (Ser/Thr kinase), impliqué dans les réactions 

de phosphorylation associées à la transduction du signal. 

• le domaine NBS (Nucleotide Binding Site) correspondant à un site de fixation et 

d’hydrolyse des nucléotides triphosphate ATP et GTP. 

• le domaine CC (Coiled Coil) impliqué dans les interactions protéine-protéine. 

• le domaine TIR (Toll Interleukin Receptor) serait impliqué dans la signalisation 

cellulaire. 

 

 

Figure 14 : Principales classes de gènes de résistance R chez les plantes, basées sur l’organisation de leurs 
domaines fonctionnels (Gururani et al., 2012). LRR : Leucine Rich Repeats ; NBS : Nucleotide-Binding Site ; 
TIR : Toll-Interleukin-1 Receptors ; CC : Coiled Coil ; TrD : Transmembrane Domain ; PEST : Protein 
Degradation Domain (proline-glycine-serine-threonine) ; ECS : Endocytosis Cell Signaling domain ; NLS : 
Nuclear Localization Signal ; WRKY : Amino acid domain ; HM1 : Helminthosporium carbonum toxin 
reductase enzyme. 
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Sur la base des différentes associations de ces domaines conservés, on distingue plusieurs 

classes de gènes R (Fig. 14). Au-delà de cette variété, on trouve une grande unité au niveau 

fonctionnel, avec un domaine récepteur (le plus souvent des LRR), un domaine central NBS 

(Belkhadir et al., 2004 ; Buell, 1999 ; Toyoda et al., 2002), et aussi très souvent des domaines 

liés à la transduction du signal, comme les domaines TIR, Coiled Coil ou kinase. Des 

exemples de gènes de résistance pour ces différentes classes sont donnés dans le tableau II. 

 

 
 Principales classes de gènes R Domaines Exemples 

  LRR NBS TIR Kinase CC TrD PEST ECS NLS WRKY  

I  NBS-LRR-TIR  �  �  �  –  –  –  –  –  –  –  N, L6, RPP5  

II  NBS-LRR-CC  �  �  –  –  �  –  –  –  –  –  I2, RPS2, RPM1  

III  LRR-TrD  �  –  –  –  –  �  –  –  –  –  Cf–9, Cf–4, Cf–2  

IV  LRR-TrD-Kinase  �  –  –  �  –  �  –  –  –  –  Xa21  

V  TrD-CC  –  –  –  –  �  �  –  –  –  –  RPW8  

VI  TIR-NBS-LRR-NLS-WRKY  �  �  �  –  –  –  –  –  �  �  RRS1R  

VII  LRR-TrD-PEST-ECS  �  –  –  –  –  �  �  �  –  –  Ve1, Ve2  

VIII  Enzymatic R-genes  –  –  –  �  –  –  –  –  –  –  Pto, Rpg1  

  –  –  –  –  –  –  –  –  –  –  Hm1  

� = présent.             

– = absent.             

 

 

Les gènes d’avirulence codent pour des protéines appartenant à des familles très diverses, 

mais beaucoup d’entres elles présentent des caractéristiques communes dont une petite taille, 

leur sécrétion par l’agent pathogène, leur transfert fréquent vers le cytoplasme de la cellule 

hôte, etc. Lorsque le mode d’action de ces effecteurs au cours de l’interaction a pu être 

élucidé, deux rôles pour l’agent pathogène ont pu leur être donnés : ils suppriment la 

résistance basale et la résistance non-hôte, et ils modifient la physiologie de l’hôte d’une 

façon favorable pour le parasite (ex. transfert de nutriments) (Speth et al., 2007). 

La structure même des protéines de résistance montre que la résistance verticale (ou 

totale), est fortement liée à la reconnaissance de l’agent pathogène par la plante et suggère que 

cette reconnaissance passe par celle des effecteurs : les gènes associés à cette résistance, 

codent le plus souvent pour des protéines qui participent à la reconnaissance de l’agent 

pathogène. En fonction du couple protéine de résistance/protéine d’avirulence, deux modèles 

différents rendent compte de leur interaction : 

Dans le modèle le plus classique, dit « théorie moléculaire de la résistance » (Staskawicz 

et al., 1995) ou « modèle du récepteur », une interaction directe et spécifique de la protéine de 

résistance avec la protéine d’avirulence correspondante, entraine l’activation de la première, 

ce qui déclenche la cascade de signalisation menant aux réactions de défense de la plante. Le 

modèle du gardien (Guard hypothesis (Dangl et Jones, 2001)) a été formulé plus tard pour 

rendre compte de résultats contraires au modèle du récepteur. En particulier, dans certains 

couples protéine de résistance/protéine d’avirulence, l’interaction physique entre les deux 

Tableau II : Exemples de gènes de résistance R en fonction des différents domaines fonctionnels (d’après 
Gururani et al., 2012). 
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protéines ne semble pas avoir lieu (Luderer et al., 2001). Dans ce modèle alternatif, 

l’effecteur agit sur une protéine cible en modifiant sa structure et c’est cette modification qui 

sera perçue par la protéine de résistance. Ceci permet aussi d’expliquer comment plusieurs 

effecteurs peuvent être reconnus par une même protéine de résistance R (Bonas et Lahaye, 

2002 ; Vos et al., 1998). 

 

Bien que ce mécanisme de résistance par reconnaissance de l’agent pathogène puis le 

déclenchement d’une réaction de défense soit le plus étudié, il ne faut cependant pas oublier 

que d’autres types de gènes de résistance existent. Par exemple des gènes impliqués dans des 

résistances aux toxines produites par l’agent pathogène ont été mis en évidence, et seront 

présentés plus loin dans ce chapitre. Notons également l’existence de gènes de résistance 

récessifs (mlo chez l’orge (Lyngkjær et al., 2000), sbm1 chez le pois (Gao et al., 2004)) qui ne 

permettent pas une reconnaissance de l’agent pathogène, mais qui provoquent une perte de 

cibles pour les effecteurs de ce dernier. 

 

 

3.4. Mécanismes de défense 

Pour se défendre des attaques d’agents pathogènes, les plantes disposent d’une grande 

variété de mécanismes de défense. Certains mécanismes sont constitutifs ; ils s’opposent 

passivement à l’invasion de la plante par l’agent pathogène. On peut citer dans cette catégorie 

les barrières physiques qui ralentissent la croissance de l’agent pathogène comme la cuticule 

et les phytoanticipines, des molécules présentes constitutivement dans la plante et toxiques 

pour l’agent pathogène. 

Cependant, de nombreux autres mécanismes sont induits suite à l’infection. L’efficacité 

de la défense envers un agent pathogène dépend essentiellement de la rapidité et de l’ampleur 

de la réponse de la plante hôte. Cette réponse se met en place suite à la perception par la 

plante d’une attaque exogène, et est relayée par une cascade de signalisations intracellulaires 

aboutissant ainsi à l’induction des effecteurs de la défense. 

 

 

3.4.1. Transduction du signal 

La détection de l’agent pathogène, via la détection de PAMPs (ou MAMPs, ou DAMPs) 

ou la reconnaissance d’effecteurs, est suivie par une étape de transduction du signal, menant à 

de multiples réponses de défense. Malgré la grande complexité de ces voies de transduction 

du signal (Fig. 15), trois grandes étapes peuvent être dégagées : (i) une activation précoce de 

gènes de défense, (ii) l’accumulation de phytohormones et (iii) l’activation de mécanismes de 

défense spécifiques par ces phytohormones, à la fois sur et autour du lieu d’infection. 
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3.4.1.1. Activation précoce de gènes de défense 

L’activation « directe » des gènes de défense, visibles à la fois chez la PTI et l’ETI, passe 

principalement (pour la PTI) par l’activation successive de MAP Kinases (Mitogen-Activated 

Protein Kinase), aboutissant à l’activation transcriptionelle de gènes de défense et parfois à la 

mort cellulaire programmée. 

Dans le cas de l’ETI, les voies de transduction du signal connues sont plus diverses. On 

suppose que les protéines R à LRR extracytoplasmiques (comme Xa21 (Song et al., 1995), ou 

les protéines Cf de la tomate (Wulff et al., 2009)), avec leur structure proche de celle des 

PRR, ont un fonctionnement similaire à celles-ci. 

Lorsqu’elles sont activées, les protéines R cytoplasmiques semblent migrer vers le noyau 

où elles participent à l’activation de gènes de défense, souvent via l’intervention de 

régulateurs transcriptionnels spécifiques incluant des membres de la superfamille des WRKY 

(Pandey et Somssich, 2009). Ce type de comportement a été montré à la fois chez les 

protéines CC-NBS-LRR et les TIR-NBS-LRR (Wirthmueller et al., 2007). 

 
3.4.1.2. Accumulation de phytohormones 

L’activation des protéines R ou PRR aboutit aussi à l’accumulation de phytohormones 

(Davies, 2004 ; Thomma et al., 2001). Parmi les nombreuses phytohormones (Fig 16) 

impliquées dans la résistance aux bioagresseurs (pour revue : Bari et Jones, 2009), trois 

d’entre elles sont le plus souvent citées : l’acide salicylique (SA), l’acide jasmonique (JA) et 

Figure 15 : Voies de signalisation des mécanismes de défense chez les plantes (Panstruga et al., 2009). 
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l’éthylène (ET). Les voies de biosynthèse de ces phytohormones sont connues, mais les 

mécanismes de la régulation de leur accumulation le sont moins. De plus, ces hormones étant 

à la croisée de nombreux processus physiologiques, ces mécanismes ne sont probablement pas 

directement inféodés à l’interaction hôte-pathogène. 

 

 
 

Ces phytohormones sont à la croisée de voies de défenses qui ont pris leur nom : la voie 

de l’acide salicylique, la voie de l’acide jasmonique et la voie de l’éthylène (Fig. 15). Elles 

correspondent à des cascades d’induction qui n’activent pas les mêmes gènes de défense 

(Spoel et Dong, 2008). Pour simplifier, la voie de l’acide salicylique intervient dans la 

réponse de la plante hôte à des agents pathogènes de type biotrophe, tandis que la voie de 

l’acide jasmonique intervient dans la réponse aux agents pathogènes de type nécrotrophe. La 

voie de l’éthylène est activée par des blessures, qu’elles soient d’origine abiotique ou dues à 

des ravageurs, mais une activation réciproque existe entre les voies de l’éthylène et de l’acide 

jasmonique (Glazebrook, 2005 ; Hammerschmidt et Smith-Becker, 1999 ; Łaźniewska et al., 

2010). En conséquence, la voie de l’éthylène est aussi impliquée dans les réactions de défense 

face aux agents pathogènes nécrotrophes. 

 

3.4.1.3. La voie de l’acide salicylique 

L’acide salicylique est au cœur des mécanismes classiques de l’incompatibilité (pour 

revue : Loake et Grant, 2007), aboutissant au déclenchement de la réaction hypersensible 

(HR) et de la résistance systémique acquise (SAR). 

L’application d’acide salicylique et de ses dérivés sur une plante provoque l’accumulation 

de PR protéines. Les mutants affectés dans la perception et/ou la synthèse de l’acide 

salicylique sont plus sensibles aux agents pathogènes, virulents comme avirulents. 

La synthèse de l’acide salicylique provoquée par les agents pathogènes se fait dans le 

chloroplaste (Strawn et al., 2007), à partir du chorismate, via l’action de l’enzyme 

isochorismate synthase, codée par ICS1. Le gène ICS1 est fortement activé lors de la détection 

Figure 16 : Effet des phytohormones dans la résistance aux stress biotiques. SA : acide salicylique ; JA : 
acide jasmonique ; ET : éthylène ; ABA : acide abscissique ; GA : acide gibbérellique ; CK : cytokinine ; 
BR : brassinostéroïde (Bari et Jones, 2009). 
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d’un agent pathogène (Truman et al., 2006). L’acide salicylique est ensuite susceptible d’être 

méthylé (Huang et al., 2003) ce qui l’inactive, mais rend possible son accumulation et son 

transport vers d’autres organes, l’un des mécanismes expliquant la SAR. Le SA peut aussi être 

conjugué avec un acide aminé (Nobuta et al., 2007), cette forme étant indispensable à 

l’activation de NPR1. 

Le facteur de transcription NPR1 est une protéine centrale dans la résistance systémique 

acquise, mais aussi dans tous les mécanismes de résistance impliquant l’acide salicylique 

(Dong, 2004 ; Mukhtar et al., 2009). Les mutants déficients pour NPR1 présentent le même 

phénotype de sensibilité que ceux affectés dans la synthèse de l’acide salicylique. En fait, en 

recherchant au hasard des mutants sensibles aux agents pathogènes biotrophes, on tombe le 

plus souvent sur NPR1 (pour exemple : Cao et al., 1994 ; Delaney et al., 1995 ; Glazebrook et 

al., 1996). 

En l’absence d’agent pathogène, NPR1 est présent dans la cellule sous la forme 

d’oligomères dont les unités sont liées par des liaisons disulfures. L’acide salicylique interagit 

directement et physiquement avec NPR1 (Wu et al., 2012), ce qui aboutit à la décomposition 

de l’oligomère en NPR1 monomérique via l’action de thiorédoxines (Mou et al., 2003). NPR1 

migre alors vers le noyau où il joue un rôle d’activateur transcriptionnel en interagissant avec 

les facteurs de transcription TGA (Kesarwani et al., 2007). Les gènes de défense, comme 

PR1, dont l’expression est induite par la voie de l’acide salicylique sont ainsi induits lorsque 

la concentration en NPR1 augmente dans le noyau. 

 

3.4.1.4. La voie des jasmonates 

La voie des jasmonates (ou voie de l’acide jasmonique) nous intéresse plus 

particulièrement ici car A. dauci est un agent pathogène nécrotrophe. L’acide jasmonique a, 

pour la première fois, été relié à la réponse de défense par les travaux de Farmer et Ryan 

(Farmer et Ryan, 1990 ; Farmer et Ryan, 1992). L’acide jasmonique et ses dérivés (Fig. 17) 

contrôlent différents aspects du développement des plantes en réponse aux stimuli extérieurs. 

Il jouent notamment un rôle dans la sénescence, la maturation des organes floraux mâles, la 

réponse aux blessures et à l’infection par certains agents pathogènes (Balbi et Devoto, 2008 ; 

Koo et Howe, 2009 ; Wasternack, 2007). 

Les jasmonates (pour revue : Fonseca et al., 2009b) sont des acides gras oxygénés qui 

sont formés à partir de l’acide linolénique libéré des membranes des chloroplastes par des 

lipases. Leur synthèse commence dans les plastes puis se poursuit dans le peroxysome. Dans 

les plastes, l'acide linolénique est oxygéné par des lipoxygénases (LOXs) en des dérivés 

hydroperoxydes. Ces dérivés sont ensuite pris en charge par une allène oxyde synthase (AOS) 

puis par une allène oxyde cyclase (AOC) pour former l’acide 12-oxo-phytodiénoïque 

(OPDA). L’OPDA migre ensuite vers le peroxysome. Là, il subit d’abord une réduction 

catalysée par OPR3, puis subit trois cycles d’α-oxydation donnant de l’acide (+)-7-iso-

jasmonique ((+)-7-iso-JA) qui s’épimérise en acide jasmonique, cette dernière réaction étant 

réversible. 



 

L’acide jasmonique peut être métabolisé en plusieurs dérivés, les mieux caractérisés étant 

le méthyl-jasmonate (MeJA), l’Isoleucine

jasmonate. L’enzyme JMT catalyse la méthylation de l’acide jasmonique en MeJA. Le MeJA, 

extrêmement volatil, serait impliqué dans une communication plante à plante. Il n’est pas 

directement bioactif, mais il peut être converti à nou

MJE. L’enzyme JAR1 catalyse la synthèse de JA

(+)-7-iso-JA-Ile à partir de (+)

iso-JA-Ile est la seule à être directement bioactive dans les cellules (

 

Les jasmonates contrôlent la transcription de gènes de défense 

transcription MYC (Pauwels 

interagit avec le domaine ‘Jas

interagissent elles-mêmes par leur motif 

motif ‘EAR’ de NINJA est essentiel pour l'interaction avec les corépresseurs TPL

(TOPLESS). En absence de jasmonates actifs, l’édifice est stable et les gènes ne sont pas 

exprimés (Fig. 18). 

 

Figure 17 : La voie des jasmonates
d’après Fonseca et al. (2009b)). 
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L’acide jasmonique peut être métabolisé en plusieurs dérivés, les mieux caractérisés étant 

jasmonate (MeJA), l’Isoleucine-jasmonate (JA-Ile) et l’isoleucine

jasmonate. L’enzyme JMT catalyse la méthylation de l’acide jasmonique en MeJA. Le MeJA, 

volatil, serait impliqué dans une communication plante à plante. Il n’est pas 

directement bioactif, mais il peut être converti à nouveau en acide jasmonique par l’enzyme 

MJE. L’enzyme JAR1 catalyse la synthèse de JA-Ile à partir de JA et peut être aussi celle de 

Ile à partir de (+)-7-iso-JA. Chez Arabidopsis, il a été montré que la forme (+)

directement bioactive dans les cellules (Fonseca 

Les jasmonates contrôlent la transcription de gènes de défense 

Pauwels et al., 2010). En l'absence de jasmonates, le facteur MYC 

Jas’ des protéines JAZ (JASMONATE ZIM DOMAIN) qui 

mêmes par leur motif ‘tify’ avec le domaine ‘C’ du facteur NINJA. Le 

de NINJA est essentiel pour l'interaction avec les corépresseurs TPL

jasmonates actifs, l’édifice est stable et les gènes ne sont pas 

des jasmonates : Biosynthèse et modifications de l’acide jasmonique
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L’acide jasmonique peut être métabolisé en plusieurs dérivés, les mieux caractérisés étant 

l’isoleucine-(+)-7-iso-

jasmonate. L’enzyme JMT catalyse la méthylation de l’acide jasmonique en MeJA. Le MeJA, 

volatil, serait impliqué dans une communication plante à plante. Il n’est pas 

veau en acide jasmonique par l’enzyme 

Ile à partir de JA et peut être aussi celle de 

, il a été montré que la forme (+)-7-

Fonseca et al., 2009a). 

Les jasmonates contrôlent la transcription de gènes de défense via le facteur de 

). En l'absence de jasmonates, le facteur MYC 

des protéines JAZ (JASMONATE ZIM DOMAIN) qui 

du facteur NINJA. Le 

de NINJA est essentiel pour l'interaction avec les corépresseurs TPL 

jasmonates actifs, l’édifice est stable et les gènes ne sont pas 

: Biosynthèse et modifications de l’acide jasmonique (figure simplifiée 



 

L’analyse génétique du mutant coi1 (coronatine

évidence le rôle important joué par 

gène entraînent une résistance à l’inhibition

degrés de stérilité mâle et une susceptibilité accrue à certains pathogènes nécrotrophes. COI1 

est une protéine possédant une F

ubiquitine ligase SCFCOI1 qui va marquer certaines protéines destinées à être dégradées par le 

protéasome. Des analyses génétiques indiquent que ce complexe est requis pour la plupart des 

processus de signalisation par les jas

1998). 

En présence de JA-Ile, la F

se lie avec le JA-Ile, puis l'ubiquitine ligase SCF

JAZ, laquelle entraine sa dégradation par le protéasome. L’absence de JAZ permet l'activation 

des gènes contrôlés par l’acide jasmonique (

En plus de l’activation locale de la cascade de signalisation par les jasmonates

observe une augmentation du niveau général de résistance comparable à la SAR.

jasmonates (comme le MeJA) joueraient donc le rôle de molécules signal qui

façon systémique afin d’induire des réponses dans d’autres organes 

par l’infection primaire, apportent ainsi une protect

 

3.4.1.5. Interaction entre ces deux voies

Les mécanismes par lesquels les phytohormones agissent sont complexes, leurs voies de 

transduction de signal ne sont pas

des interactions et des synergies complexes (

Jones, 2009). En ce qui concerne les jasmonates (JA) et l’acide salicylique (SA), plusieurs 

niveaux d’interaction existent.

À forte concentration de ces phytoh

négatives. Ainsi, MPK4 (mitogen

Figure 18 : Modèle de fonctionnement général de l’activation de l’expression des gènes liés aux jasmonates. 
En l'absence de jasmonates, le facteur MYC interagit avec le domaine 
de (+)-7-iso-JA-Ile, les protéines JAZ 
dégradation protéasomale de JAZ, 
liés aux jasmonates (figure simplifiée d’après
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L’analyse génétique du mutant coi1 (coronatine-insensitive 1) a permis de mettre en 

évidence le rôle important joué par COI1 dans la voie des jasmonates. Des mutations de ce 

gène entraînent une résistance à l’inhibition par le JA de la croissance racinaire, différents 

degrés de stérilité mâle et une susceptibilité accrue à certains pathogènes nécrotrophes. COI1 

est une protéine possédant une F-box et déterminant la spécificité de cible du complexe E3 

qui va marquer certaines protéines destinées à être dégradées par le 

protéasome. Des analyses génétiques indiquent que ce complexe est requis pour la plupart des 

processus de signalisation par les jasmonates (Feys et al., 1994 ; Li et al., 2004b

Ile, la F-box de la protéine CORONATINE-INSENSITIVE

Ile, puis l'ubiquitine ligase SCFCOI1, ce qui déclenche l'ubiquitination de 

laquelle entraine sa dégradation par le protéasome. L’absence de JAZ permet l'activation 

des gènes contrôlés par l’acide jasmonique (Ballaré, 2011 ; Kazan et Manners, 2012

En plus de l’activation locale de la cascade de signalisation par les jasmonates

observe une augmentation du niveau général de résistance comparable à la SAR.

MeJA) joueraient donc le rôle de molécules signal qui

façon systémique afin d’induire des réponses dans d’autres organes non dire

par l’infection primaire, apportent ainsi une protection contre de futures attaques.

Interaction entre ces deux voies 

Les mécanismes par lesquels les phytohormones agissent sont complexes, leurs voies de 

transduction de signal ne sont pas linéaires et indépendantes, elles s’entrecroisent pour former 

des interactions et des synergies complexes (Spoel et Dong, 2008 ; Thaler et al.

). En ce qui concerne les jasmonates (JA) et l’acide salicylique (SA), plusieurs 

niveaux d’interaction existent. 

forte concentration de ces phytohormones, la majorité de ces interactions sont 

ogen-activated protein kinase 4) active la voie du JA et inhibe la 

odèle de fonctionnement général de l’activation de l’expression des gènes liés aux jasmonates. 
En l'absence de jasmonates, le facteur MYC interagit avec le domaine ‘Jas’ des protéines JAZ

es protéines JAZ interagissent cette fois avec l'ubiquitine ligase SCF
e de JAZ, au dégagement du facteur MYC et à l'activation de l'expression de

figure simplifiée d’après Pauwels et al., 2010)). 

: Synthèse bibliographique 

 

insensitive 1) a permis de mettre en 

dans la voie des jasmonates. Des mutations de ce 

JA de la croissance racinaire, différents 

degrés de stérilité mâle et une susceptibilité accrue à certains pathogènes nécrotrophes. COI1 

box et déterminant la spécificité de cible du complexe E3 

qui va marquer certaines protéines destinées à être dégradées par le 

protéasome. Des analyses génétiques indiquent que ce complexe est requis pour la plupart des 

, 2004b ; Xie et al., 

INSENSITIVE 1 (COI1) 

, ce qui déclenche l'ubiquitination de 

laquelle entraine sa dégradation par le protéasome. L’absence de JAZ permet l'activation 

Kazan et Manners, 2012). 

En plus de l’activation locale de la cascade de signalisation par les jasmonates, on 

observe une augmentation du niveau général de résistance comparable à la SAR. Certains 

MeJA) joueraient donc le rôle de molécules signal qui, propagées de 

directement affectés 

ion contre de futures attaques. 

Les mécanismes par lesquels les phytohormones agissent sont complexes, leurs voies de 

linéaires et indépendantes, elles s’entrecroisent pour former 

et al., 2002 ; Bari et 

). En ce qui concerne les jasmonates (JA) et l’acide salicylique (SA), plusieurs 

ormones, la majorité de ces interactions sont 

activated protein kinase 4) active la voie du JA et inhibe la 

odèle de fonctionnement général de l’activation de l’expression des gènes liés aux jasmonates. 
des protéines JAZ. En présence 

ligase SCFCOI1, menant à la 
l'activation de l'expression des gènes 
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voie du SA (Brodersen et al., 2006). Parallèlement, la glutarédoxine GXR480 (Ndamukong et 

al., 2007) et le facteur de transcription WRKY70 (Li et al., 2004a ; Li et al., 2006) sont 

activés par le SA et inhibent les gènes de la voie du JA. Inversement, les facteurs de 

transcription MYC2 (Laurie-Berry et al., 2006) et WRKY53 (Miao et Zentgraf, 2007) sont 

activés par le JA et inhibent l’expression de gènes sous le contrôle de SA. De façon plus 

complexe, l’expression du facteur de transcription WRKY62, qui inhibe les gènes de la voie 

du JA, nécessite la présence simultanée de JA et de SA (Mao et al., 2007). 

À plus faible concentration, on observe des effets agonistes, dont les mécanismes ne sont 

pas encore bien connus. Ces mécanismes reprennent cependant les voies de transduction du 

signal déjà mises en évidence, car NPR1 et COI1 sont tous les deux requis pour que cette 

interaction positive ait lieu (Mur et al., 2006). Ces résultats, combinés avec ceux de Truman et 

al. (2007), laissent à penser que les voies du JA et du SA, si elles sont clairement antagonistes 

à l’échelle cellulaire, sont peut-être bien agonistes à de plus grandes échelles de distance et de 

temps, échelles qui induisent, par effet de dilution, de plus faibles concentrations. 

 

 

3.4.2. Mécanismes de défense induits 

3.4.2.1. La réaction hypersensible (HR) 

Fortement liée à la voie de l’acide salicylique, la HR se caractérise par une réaction 

nécrotique qui se manifeste précocement chez des plantes résistantes. Étant donné les 

analogies entre cette réaction et les phénomènes d’apoptose chez le règne animal, on parle 

dans la HR de mort cellulaire programmée (Programmed Cell Death ou PCD). La HR débute 

par un burst oxydatif caractérisé par une production importante de formes actives de 

l’oxygène (Reactive Oxygen Species ou ROS). Ce mécanisme permet à la plante de limiter la 

progression de l’agent pathogène car ces composés sont toxiques. Les ROS, et en particulier 

parmi eux l’oxyde nitrique (NO), auraient aussi un rôle de signalisation chez les végétaux 

(Grayer et Kokubun, 2001 ; Laloi et al., 2004 ; Mittler et al., 2011 ; Delledonne et al., 1998), 

et déclencheraient l’activation d’autres réponses de défense. 

L’effet de cette HR est de bloquer l’invasion des agents pathogènes au niveau de la zone 

infectée en les privant de source de nutriments par l’intermédiaire de la mort cellulaire 

(Pontier et al., 1998 ; Łaźniewska et al., 2010). Ce type de résistance est efficace contre les 

agents pathogènes qui ne peuvent vivre que sur des tissus vivants de l’hôte (biotrophes 

obligatoires), ou des agents pathogènes hémibiotrophes, mais pas contre ceux qui tuent les 

tissus de l’hôte durant l’infection (nécrotrophes) (Glazebrook, 2005 ; Jones et Dangl, 2006). 

 
3.4.2.2. Les PR protéines 

La transduction des signaux de défense aboutit à la surexpression de gènes codant 

directement pour des protéines inhibant le développement de l’agent pathogène, et 

généralement regroupées sous l’appellation de protéines liées à la pathogenèse (Pathogenesis-

Related proteins, PR proteins, ou protéines PR). Ainsi, l’expression de chaque protéine PR 
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peut être induite par les jasmonates, l’acide salicylique, ou parfois ces deux molécules. Au-

delà de la réaction de défense au niveau du point d’infection, ce contrôle permet aussi 

l’activation à distance des PR protéines qui ainsi, participent à la SAR. Ces protéines peuvent 

être classées parmi différentes familles en fonction de leur structure ou de leur mode d’action, 

lorsqu’il est connu (Tab. III). Dans certains cas, la voie (du SA ou du JA) contrôlant 

l’expression est elle aussi connue chez A. thaliana (Thomma et al., 2001), mais ce trait 

semble parfois varier d’une espèce à l’autre. Par exemple, chez le tabac, les différents 

membres d’une même famille de protéines PR peuvent être régulés différemment (Niki et al., 

1998 ; Seo et al., 2001b). 

 

 
Famille Propriétés Contrôle 

PR-1 inconnu SA 

PR-2 β-1,3-glucanase SA 

PR-3 Chitinase type I, II, IV, V, VI, et VII JA 

PR-4 Chitinase type I, II JA 

PR-5 Thaumatin-like SA 

PR-6 Inhibiteur de protéinase JA 

PR-7 Endoprotéinase SA et ET 

PR-8 Chitinase type III SA et JA 

PR-9 Péroxidase  

PR-10 Ribonuclease-like JA 

PR-11 Chitinase type I  

PR-12 Défensine JA 

PR-13 Thionine JA 

PR-14 Protéines de transfert de lipides  

PR-15 Oxalate oxidase  

PR-16 Oxalate-oxidase-like  

PR-17 inconnu  

 

 

Parmi ces protéines PR certaines sont connus pour être exprimées lors de l’interaction 

entre une plante et un champignon, citons par exemple : 

• Les chitinases (PR-3, PR-4, PR-11) : enzymes digestives capables d’hydrolyser les 

ponts glycosidiques de la chitine, un des principaux constituants de la paroi fongique. 

• Les défensines (PR-12) : une famille de petits peptides riches en cystéines à activité 

antimicrobienne et antifongique à spectre large (Lay et Anderson, 2005). Le mode 

d’action des défensines n’est pas parfaitement connu, il semble lié à des perturbations 

membranaires de leurs cibles, en particulier une perte de contrôle des flux ioniques. Le 

Tableau III : Propriétés des différentes familles de protéines PR (van Loon et al., 2006). 
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genre Alternaria (Penninckx et al., 1996) fait partie des nombreux agents pathogènes 

sensibles aux défensines. 

• Les thionines (PR-13). Malgré une structure différente, elles aussi présentent une 

activité antimicrobienne à spectre large basée sur une perméabilisation des membranes 

(Florack et Stiekema, 1994). Les thionines sont majoritairement vacuolaires : elles 

sont supposées agir sur l’agent pathogène après la mort des cellules végétales 

(Thevissen et al., 1996). 

 

Les protéines PR sont également parfois exprimées, sous le contrôle de ces mêmes voies, 

en l’absence d’agent pathogène, et à des niveaux étonnamment élevés. Ainsi sont-elles 

impliquées dans les processus de sénescence foliaire (Quirino et al., 2000) et de maturation 

des fruits. Un exemple spectaculaire est celui de la vigne : la concentration en protéines PR 

dans les baies de raisins à maturité est telle qu’elle nuit à la transparence des vins (Ferreira et 

al., 2004 in van Loon et al., 2006). On les retrouve aussi parmi les gènes induits en réaction à 

des stress abiotiques comme les blessures, les métaux lourds, ou le froid. En effet, certaines 

protéines PR jouent un rôle antigel. Leur expression est d’ailleurs liée à la capacité de 

certaines espèces végétales à résister au froid (Griffith et Yaish, 2004). 

 

3.4.2.3. Autres protéines de défense 

D’autres gènes impliqués dans les mécanismes de défense sont liés à la voie de l’acide 

jasmonique. Parmi eux, on peut citer les gènes codant pour la Phénylalanine Ammonia Lyase 

(PAL) et les Germin-Like Protein (GLP). 

• Les GLP (pour revue : Breen et Bellgard, 2010) sont caractérisées par un domaine 

cupine encadré par deux motifs conservés propres à cette famille (Germin-1 et Germin-2). 

Cette famille de protéines est impliquée dans de nombreux processus de résistance aux stress, 

dont la défense contre les agents pathogènes. En effet, les gènes codants pour ces protéines 

sont surexprimés dans de nombreux cas d’interactions plante/agent pathogène (11 références 

différentes in Breen et Bellgard, 2010), nuisant ainsi au développement de l’agent pathogène. 

Le mode d’action des GLP semble lié à leurs activités enzymatiques oxalate oxydase et 

sodium oxyde dismutase, qui participent au burst oxydatif. 

• La PAL est la première enzyme impliquée dans la voie de biosynthèse des 

phénylpropanoïdes à partir de la phénylalanine. De nombreux composés sont synthétisés via 

cette voie, dont la lignine, les flavonoïdes, les isoflavonoïdes et de nombreuses phytoalexines. 

D’ailleurs, les jasmonates induisent la synthèse de nombreuses phytoalexines dans différentes 

interactions plante/agent pathogène (Ahuja et al., 2012). Dans le cas de la carotte, le rôle de la 

PAL a été mis en évidence lors de l’interaction incompatible avec Pythium aphanidermatum 

(Koch et al., 1998). 

 
3.4.2.4. Les phytoalexines 

Le terme phytoalexines désigne des molécules dont la synthèse est induite chez les 

végétaux en réponse à différents facteurs de stress (biotiques ou abiotique) et qui possèdent un 
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pouvoir inhibiteur à l’égard d’un large éventail de microorganismes. On peut les considérer 

comme symétriques des toxines fongiques : comme ces dernières, ce sont de petites molécules 

toxiques issues du métabolisme secondaire, mais à l’inverse de celles-ci, elles sont produites 

par la plante et toxiques pour l’agent pathogène. Elles sont impliqués dans l’altération de 

l’intégrité des membranes plasmiques fongiques, mais ne sont pas spécifiques dans leur 

activité anti-fongique (Morrissey et Osbourn, 1999). 

Les phytoalexines sont absentes des tissus sains et sont certainement le résultat de la 

synthèse par des enzymes synthétisées de novo en réponse à l’infection (Morrissey et 

Osbourn, 1999). Cette réponse de défense est l’une des plus rapides observées chez les plantes 

suite à une infection. Le caractère inductible des phytoalexines les distingue donc des 

molécules toxiques constitutives appelées phytoanticipines (Grayer et Kokubun, 2001). 

Dans les interactions plante hôte/agent pathogène, il apparait que la relation incompatible 

est généralement associée à la synthèse rapide de phytoalexines qui atteindraient une 

concentration élevée susceptible d’arrêter la progression du parasite inducteur. La réaction 

compatible quant à elle, résulterait soit d’une accumulation plus lente des phytoalexines, 

aboutissant à une concentration finale insuffisante (pouvant notamment résulter de sa 

détoxification par l’agent pathogène), soit de la tolérance de souches fongiques vis-à-vis de 

cette phytoalexine. 

 

 

3.5. Résistance aux toxines 

De nombreux agents pathogènes, hémibiotrophes ou nécrotrophes, produisent des 

toxines, petites molécules issues du métabolisme secondaire et provoquant la mort cellulaire. 

Ainsi, certains agents pathogènes utilisent la mort cellulaire à leur avantage. En sécrétant des 

toxines capables de tuer les cellules des plantes hôtes sensibles, ils sont capables d’infecter, de 

coloniser et de se nourrir de leur hôte. Dans ce cas, la mort cellulaire est associée à la 

sensibilité de la plante et la résistance correspond au contraire à l’insensibilité aux effets de la 

toxine. Dans la plupart des cas, l’application de toxines purifiées sur la plante est suffisante 

pour reproduire les symptômes causés par l’agent pathogène (Lepoivre, 2003). 

Le clonage de gènes de résistance qualitative à des agents pathogènes nécrotrophes a 

mené à la découverte de mécanismes de résistances aux toxines produites par ces agents 

pathogènes. Dans ce cadre, l’étude de deux interactions plante/agent pathogène a permis de 

mettre en évidence la diversité des modes de résistance aux toxines, qui incluent en particulier 

la détoxification et le contournement métabolique. 

 

 



 

3.5.1. Détoxification

Cochliobolus carbonum est un agent pathogène responsable de l’helminthosporiose du 

maïs. Dans l’écrasante majorité des cas (

secondaire produisant des symptômes légers (

cet agent pathogène est capable de provoquer, sur des individus homozygotes réc

gène hm1, l’une des maladies les plus dévastatrices sur plantes cultivées (

La mise en culture des premières variétés de maïs hybrides, homozygotes récessives, 

dans les années 1930 aux États

maladie, décrite pour la première fois en 

lutte génétique entrepris a alors permis la redécouverte de l’allèle dominant 

description du mécanisme de la résistance conférée par ce gène.

Le pouvoir pathogène particulier de la race 1 de 

toxine, la HC-toxine, un tétrapeptide cyclique de formule cyclo (D

avec Aeo pour acide 2-amino

2006). La HC-toxine a une activité inhibitrice des déacétylases d’histones (HDAC, 

al., 1995). Utilisée seule, cette toxine n’est pas directement mortelle pour les cellules, bien 

qu’elle bloque leur division. En bloquant la déacétylation des histones, et donc la 

décondensation de la chromatine, on suppose qu’elle perturbe l’expression

particulier celle de gènes de défense.

L’allèle dominant de Hm1

une fonction carbonyle du groupe Aeo de la HC

HCTR, Fig. 19). Cette réduction aboutit à une diminution de la toxicité d’un facteur 100, un 

facteur qui n’est pas si importan

pour contrer le pouvoir pathogène de la race 1 de 

 

Figure 19 : Structure moléculaire de la toxine HC produite par 
par l’activité HCTR conférée par Hm1
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Détoxification : l’interaction maïs/Cochliobolus carbonum

est un agent pathogène responsable de l’helminthosporiose du 

maïs. Dans l’écrasante majorité des cas (Multani et al., 1998), il s’agit d’un agent pathogène 

secondaire produisant des symptômes légers (Jones et Dunkle, 1993). Cependant, la race 1 

cet agent pathogène est capable de provoquer, sur des individus homozygotes réc

l’une des maladies les plus dévastatrices sur plantes cultivées (Walton, 2006

a mise en culture des premières variétés de maïs hybrides, homozygotes récessives, 

États-Unis, a provoqué l’expansion de cette forme 

maladie, décrite pour la première fois en 1938 (Ullstrup, 1941 in Walton, 2006

lutte génétique entrepris a alors permis la redécouverte de l’allèle dominant 

description du mécanisme de la résistance conférée par ce gène. 

Le pouvoir pathogène particulier de la race 1 de C. carbonum est dû à la production d’une 

toxine, un tétrapeptide cyclique de formule cyclo (D-Pro-L-

amino-9,10-époxi-8-oxodécanoique (Fig.19 ; pour revue

toxine a une activité inhibitrice des déacétylases d’histones (HDAC, 

). Utilisée seule, cette toxine n’est pas directement mortelle pour les cellules, bien 

qu’elle bloque leur division. En bloquant la déacétylation des histones, et donc la 

décondensation de la chromatine, on suppose qu’elle perturbe l’expression

particulier celle de gènes de défense. 

Hm1 code pour une réductase (Johal et Briggs, 1992

une fonction carbonyle du groupe Aeo de la HC-toxine en une fonction alcool (activité 

19). Cette réduction aboutit à une diminution de la toxicité d’un facteur 100, un 

facteur qui n’est pas si important parmi les systèmes de détoxification, mais semble suffisant 

pour contrer le pouvoir pathogène de la race 1 de C. carbonum. 

Structure moléculaire de la toxine HC produite par C. carbonum, et de sa forme réduite, induite 
Hm1 (Johal et Briggs, 1992 ; Walton, 2006). 
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Cochliobolus carbonum race 1 

est un agent pathogène responsable de l’helminthosporiose du 

), il s’agit d’un agent pathogène 

). Cependant, la race 1 de 

cet agent pathogène est capable de provoquer, sur des individus homozygotes récessifs pour le 

Walton, 2006). 

a mise en culture des premières variétés de maïs hybrides, homozygotes récessives, 

, a provoqué l’expansion de cette forme extrême de la 

Walton, 2006). L’effort de 

lutte génétique entrepris a alors permis la redécouverte de l’allèle dominant Hm1, et la 

est dû à la production d’une 

-Ala-D-Ala-L-Aeo), 

; pour revue : Walton, 

toxine a une activité inhibitrice des déacétylases d’histones (HDAC, Brosch et 

). Utilisée seule, cette toxine n’est pas directement mortelle pour les cellules, bien 

qu’elle bloque leur division. En bloquant la déacétylation des histones, et donc la 

décondensation de la chromatine, on suppose qu’elle perturbe l’expression génique, et en 

Johal et Briggs, 1992) qui transforme 

onction alcool (activité 

19). Cette réduction aboutit à une diminution de la toxicité d’un facteur 100, un 

t parmi les systèmes de détoxification, mais semble suffisant 

 

, et de sa forme réduite, induite 



 

Au-delà du simple exemple de cette interaction maïs

cible de différents inhibiteurs dans divers couples hôte

peut citer l’apicidine produite par des souches de 

soja (Park et al., 1999), la dépudécine 

toxine Cyl-2 de Cylindrocladium scoparium

De plus, des gènes orthologue

1998) et leur disruption chez l’orge a rendu la plante sensible à 

2008). 

 

 

3.5.2. Contournement métabolique

alternata f. s

Alternaria alternata f. sp. 

Son pouvoir pathogène dépend de la production d’un ensemble de toxines, nommées AAL 

(Fig. 20), et appartenant à la classe des homologues de la sphinganine (

1997 ; Wang et al., 1996). De par leur structure, les toxines AAL

sphinganine N-acyltransférase (SAT), une enzyme clef dans la voie des sphingolipides, qui 

permet la synthèse des céramides à partir de sphinganine.

de la sphinganine et de ses dérivés, collectivement nommés bases sphingoïdes libres, qui 

elles-mêmes semblent induire une mort programmée de la cellule, via les voies des 

jasmonates et de l’éthylène (Zhang 

 

L’étude de lignées résistantes à la maladie a permis la caractérisation d’un gène, 

Figure 20 : Structures moléculaires de la sphinganine, du céramide et de la toxine AAL T
Sphinganine N–acyltransférase ; ASC1
répertoriées à ce jour, et ayant des structures très proches les unes des autres. 
des plus bioactives. Pour review sur 
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delà du simple exemple de cette interaction maïs/C. carbonum, les HDAC sont la 

cible de différents inhibiteurs dans divers couples hôte/pathogène. Parmi ces inhibiteurs, on 

peut citer l’apicidine produite par des souches de Fusarium spp. contaminant des semences de 

), la dépudécine d’Alternaria brassicicola (Wight 

Cylindrocladium scoparium (champignon pathogène, entre autres, sur rosier).

plus, des gènes orthologues de Hm1 existent chez la majorité des Poacées (

) et leur disruption chez l’orge a rendu la plante sensible à C. carbonum

Contournement métabolique : l’interaction tomate

f. sp. lycopersici 

f. sp. lycopersici est un agent pathogène nécrotrophe de la tomate. 

Son pouvoir pathogène dépend de la production d’un ensemble de toxines, nommées AAL 

), et appartenant à la classe des homologues de la sphinganine (

De par leur structure, les toxines AAL inhibent l’activité de la 

acyltransférase (SAT), une enzyme clef dans la voie des sphingolipides, qui 

permet la synthèse des céramides à partir de sphinganine. Ce blocage induit une accumulation 

et de ses dérivés, collectivement nommés bases sphingoïdes libres, qui 

induire une mort programmée de la cellule, via les voies des 

jasmonates et de l’éthylène (Zhang et al., 2001). 

 

L’étude de lignées résistantes à la maladie a permis la caractérisation d’un gène, 

moléculaires de la sphinganine, du céramide et de la toxine AAL T
; ASC1 : protéine codée par le gène Asc-1. Il existe 12 toxines AAL 

répertoriées à ce jour, et ayant des structures très proches les unes des autres. La toxine AAL T
des plus bioactives. Pour review sur ces structures, voir : Winter et al., 1996. 
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, les HDAC sont la 

pathogène. Parmi ces inhibiteurs, on 

. contaminant des semences de 

Wight et al., 2009), ou la 

(champignon pathogène, entre autres, sur rosier). 

existent chez la majorité des Poacées (Multani et al., 

carbonum (Sindhu et al., 

’interaction tomate/Alternaria 

est un agent pathogène nécrotrophe de la tomate. 

Son pouvoir pathogène dépend de la production d’un ensemble de toxines, nommées AAL 

), et appartenant à la classe des homologues de la sphinganine (Akamatsu et al., 

inhibent l’activité de la 

acyltransférase (SAT), une enzyme clef dans la voie des sphingolipides, qui 

Ce blocage induit une accumulation 

et de ses dérivés, collectivement nommés bases sphingoïdes libres, qui 

induire une mort programmée de la cellule, via les voies des 

 

L’étude de lignées résistantes à la maladie a permis la caractérisation d’un gène, Asc-1 

moléculaires de la sphinganine, du céramide et de la toxine AAL TA1. SAT : 
Il existe 12 toxines AAL 

La toxine AAL TA1 est l’une 
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(Brandwagt et al., 2000), conférant une résistance totale à la maladie. Ce gène confère aussi la 

résistance aux toxines AAL, les plantes sensibles développant, en présence des toxines, des 

symptômes similaires à ceux produits par A. alternata f. sp. lycopersici. Ce gène est 

homologue aux gènes LAC1 et LAG1 de la levure Saccharomyces cerevisiae. Chez la levure, 

l’expression de ces gènes permet la synthèse de céramides à partir de sphinganine (Guillas et 

al., 2001). Bien que la protéine codée par Asc-1 n’ait aucune homologie de structure avec 

SAT, elle présenterait donc une activité similaire, mais est insensible à l’inhibition par les 

toxines AAL. La résistance de la tomate face à A. alternata f. sp. lycopersici serait donc basée 

sur un contournement métabolique (Spassieva et al., 2002). 

 

 

3.6. Derrière la résistance horizontale : des mécanismes divers et 

mal connus 

Nous avons vu plus haut les caractéristiques de la résistance horizontale (partielle, et non 

différentielle) et de son déterminisme génétique (polygénique), qui sont comme symétriques 

de ceux de la résistance verticale. Son large spectre lui donne un grand intérêt économique qui 

justifie les nombreuses études engagées sur son sujet, mais ses caractères partielle et 

polygénique rendent difficile ces études : la résistance étant partielle, il faut quantifier la 

gravité de la maladie ; la résistance étant polygénique, il faut séparer différents QRLs (pour 

Quantitative Resistance Locus, ou QTLs de résistance) agissant ensemble sur le niveau de 

résistance final. En conséquence, les connaissances actuelles sur les mécanismes de cette 

résistance sont encore très parcellaires et plus souvent basées sur des inférences que sur des 

démonstrations. Une très bonne synthèse sur ce sujet a été proposée par Poland et al. en 2009. 

Nous nous baserons sur celle-ci, et sur des résultats présentés depuis. 

Poland et ses collègues classent les mécanismes possibles de résistance partielle en six 

catégories : 

1. Ceux impliquant des aspects morphologiques et de développement 

2. Ceux liés à la défense basale 

3. Ceux liés à la guerre chimique 

4. Ceux liés à la transduction du signal de défense 

5. Ceux liés à une forme faible de la résistance verticale 

6. Les nouveaux mécanismes 

 

Les liens entre morphologie et résistance partielle sont connus depuis longtemps dans 

différentes interactions (au niveau microscopique (Melotto et al., 2006) ou au niveau 

macroscopique (Albar et al., 1998)). Il semble donc probable que les gènes impliqués dans 

ces aspects de la biologie de la plante aient des influences en termes de résistance partielle. 



 

On retrouve aussi des liens entre développement et résistance partielle. Ainsi, on constate 

souvent une plus grande résistance des variét

nécrotrophes (Collins et al., 1999

 

En ce qui concerne la défense basale, il n’existe pas à l’heure actuelle de lien direct entre 

elle et les QRLs. Une ligne de raisonnement permet cependant de faire le lien

certaines lignées d’Arabidopsis

présentent une sensibilité accrue (comme pour 

observe une diversité dans ces gènes au sein d’espèces cultivées (Dunning 

un lien est possible entre cette diversité de séquence et une diversité du niveau de rés

 

On appelle « guerre chimique

pathogène et son hôte (Fig. 21). L’agent pathogène produit des toxines que la plante peut 

combattre de différentes manières (cf. § 3.5

de défense, que l’agent pathogène peut également combattre à son tour (cf. § 3.4.2.).

 

Le lien entre la guerre chimique et

correspondent à la production par la plante de molécules de défense plus efficaces ou en plus 

grande quantité, ou alors, ils correspondent à un mécanisme de résistance face aux toxines 

fongiques plus efficace. Les liens les plus convaincants entre QRL et g

jour à l’heure actuelle concernent la production de phytoalexines (corrélation concentration en 

camalexine et résistance partielle dans l’interaction 

l’homéostasie (colocalisation des gènes de la glut

Figure 21 : Le concept de guerre chimique. Il y a une très grande symétrie dans les interactions 
hôte/pathogène impliquant des métabolites secondaires. Chaque adversaire peut produire des métabolites 
secondaires en fonction de son «
secondaires produits par son adversaire 
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On retrouve aussi des liens entre développement et résistance partielle. Ainsi, on constate 

souvent une plus grande résistance des variétés à floraison tardive face aux agents pathogènes 

, 1999). 

En ce qui concerne la défense basale, il n’existe pas à l’heure actuelle de lien direct entre 

et les QRLs. Une ligne de raisonnement permet cependant de faire le lien

Arabidopsis mutantes pour des gènes impliqués dans la défense basale 

ibilité accrue (comme pour FLS2 (Zipfel et al., 2004)

observe une diversité dans ces gènes au sein d’espèces cultivées (Dunning 

un lien est possible entre cette diversité de séquence et une diversité du niveau de rés

guerre chimique » l’échange de métabolites secondaires entre l’agent 

pathogène et son hôte (Fig. 21). L’agent pathogène produit des toxines que la plante peut 

combattre de différentes manières (cf. § 3.5.). En retour, la plante peut produire des molécules 

de défense, que l’agent pathogène peut également combattre à son tour (cf. § 3.4.2.).

 

entre la guerre chimique et les QRLs peut prendre deux formes

correspondent à la production par la plante de molécules de défense plus efficaces ou en plus 

grande quantité, ou alors, ils correspondent à un mécanisme de résistance face aux toxines 

fongiques plus efficace. Les liens les plus convaincants entre QRL et guerre chimique mis au 

jour à l’heure actuelle concernent la production de phytoalexines (corrélation concentration en 

résistance partielle dans l’interaction A. thaliana/Botrytis cinerera

l’homéostasie (colocalisation des gènes de la glutathion S-transférase et de QRLs à spectre 

Le concept de guerre chimique. Il y a une très grande symétrie dans les interactions 
hôte/pathogène impliquant des métabolites secondaires. Chaque adversaire peut produire des métabolites 
secondaires en fonction de son « arsenal génétique », et symétriquement peut résister aux métabolites 
secondaires produits par son adversaire via différentes voies métaboliques. 

: Synthèse bibliographique 

On retrouve aussi des liens entre développement et résistance partielle. Ainsi, on constate 

és à floraison tardive face aux agents pathogènes 

En ce qui concerne la défense basale, il n’existe pas à l’heure actuelle de lien direct entre 

et les QRLs. Une ligne de raisonnement permet cependant de faire le lien : d’une part, 

mutantes pour des gènes impliqués dans la défense basale 

)). D’autre part, on 

observe une diversité dans ces gènes au sein d’espèces cultivées (Dunning et al., 2007). Ainsi, 

un lien est possible entre cette diversité de séquence et une diversité du niveau de résistance. 

» l’échange de métabolites secondaires entre l’agent 

pathogène et son hôte (Fig. 21). L’agent pathogène produit des toxines que la plante peut 

produire des molécules 

de défense, que l’agent pathogène peut également combattre à son tour (cf. § 3.4.2.). 

 

RLs peut prendre deux formes : les QRLs 

correspondent à la production par la plante de molécules de défense plus efficaces ou en plus 

grande quantité, ou alors, ils correspondent à un mécanisme de résistance face aux toxines 

uerre chimique mis au 

jour à l’heure actuelle concernent la production de phytoalexines (corrélation concentration en 

Botrytis cinerera) et 

transférase et de QRLs à spectre 

Le concept de guerre chimique. Il y a une très grande symétrie dans les interactions 
hôte/pathogène impliquant des métabolites secondaires. Chaque adversaire peut produire des métabolites 

ent peut résister aux métabolites 
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large chez le riz (Wisser et al., 2005)). À l’heure actuelle, aucune preuve de lien n’existe entre 

l’observation de QRLs et des mécanismes de détoxification. Cependant, l’insertion par 

transgénèse d’enzymes dégradant des toxines fongiques peut induire des résistances partielles. 

Ainsi, entre autres exemples, des tomates produisant de l’oxalate oxydase de blé présentent un 

fort niveau de résistance partielle face à B. cinerea (Walz et al., 2008 ; en particulier la Fig. 3 

montrant l’aspect partiel de la résistance). 

On peut élargir cette notion de guerre chimique aux protéines végétales inhibant le 

développement de l’agent pathogène, comme les PR protéines et autres protéines induites par 

les voies de défense. Dans ce domaine, un lien direct a été observé. En effet, un QRL du riz 

face à la pyriculariose colocalise très fortement avec une famille de gènes produisant des 

GLPs (Manosalva et al., 2009). L’extinction de l’expression de ces gènes provoque la 

disparition de la résistance partielle observée chez le parent résistant. 

 

L’implication des voies de transduction du signal dans la résistance partielle semble être 

liée à un équilibre entre résistance aux agents nécrotrophes et résistance aux agents 

biotrophes. Les lignés mutantes dans les voies du SA ou du JA sont souvent plus sensibles à 

une catégorie d’agents pathogènes et plus résistantes à une autre, surtout lorsque la mutation 

se trouve dans un gène impliqué dans l’interaction entre elles (par exemple WRKY33 (Zheng 

et al., 2006), ou bien MPK4 (Petersen et al., 2000)). On peut imaginer que des allèles variés 

de tels gènes soient impliqués dans des QRLs observés au champ. 

 

Une ancienne idée est que les QRLs seraient des gènes de résistance verticale ayant été 

contournés dans le passé. En effet, on a pu observer dans certains cas une « résistance 

résiduelle » de plantes portant un gène de résistance verticale contourné (par exemple chez le 

riz (Li et al., 1999), ou chez le blé (Brodny et al., 1986 ; Nass et al., 1981)). Plus récemment 

(Broglie et al., 2006), le clonage positionnel d’un QRL a mis en évidence un gène codant pour 

une protéine de type NBS-LRR. Plus généralement, on se rend de plus en plus compte que la 

dichotomie résistance verticale/résistance horizontale n’est pas absolue. Certains gènes de 

résistance, combinant les caractères partiel et spécifique, par exemple, n’entre pas 

parfaitement dans les classements traditionnels des mécanismes de la résistance. De même on 

observe souvent la colocalisation de QRLs et de gènes R, ou bien de RGAs (Resistance Gene 

Analogs ; par exemple chez le riz (Wisser et al., 2005)). 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, les QRLs ne sont pas nécessairement dus à des 

mécanismes différents de tout ce que l’on connait déjà. Un certain nombre de travaux 

montrent un lien fort entre les QRLs et des mécanismes déjà connus pour être impliqués dans 

les processus de défense et de résistance. Cependant, quelques travaux déjà réalisés indiquent 

que des mécanismes encore inconnus sont impliqués dans certains cas. Ainsi, deux QRLs du 

riz face à M. grisea, Pi-21 (Fukuoka et al., 2007) et Pi-34 (Zenbayashi-Sawata et al., 2007) 

codent pour des protéines sans rapport avec les mécanismes de résistance connus. 
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En conclusion, les mécanismes impliqués dans la résistance partielle, comparés à ceux 

déjà décrits et correspondant aux résistances totales, semblent être fortement diversifiés. 
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4. La résistance de la carotte face à Alternaria dauci : 

mise au point d’une stratégie de recherche 

4.1. Déterminisme génétique 

Les données scientifiques concernant les sources, ainsi que les mécanismes de résistance 

de la carotte à A. dauci restent limitées. On sait notamment que les carottes sauvages, ainsi 

que les variétés commerciales diffèrent dans leur niveau de résistance à A. dauci. Dès la fin 

des années 1980, les sélectionneurs ont fait des progrès importants dans le domaine de la 

sélection de variétés de carotte partiellement résistantes à A. dauci, en particulier avec les 

variétés Boléro (Vilmorin), Carlo (Tézier) et Nemo (Peltier) (Poissonnier et al., 1995). 

Cependant, à ce jour, aucune variété de carotte totalement résistante à A. dauci n’a été 

trouvée. Même si les conditions environnementales et le stade physiologique influent sur 

l’expression de cette résistance, d’où une héritabilité faible à moyenne estimée à 0,40 

(Boiteux et al., 1993), il est possible de cartographier ses déterminants génétiques principaux 

en utilisant une approche QTL (Le Clerc et al., 2009). 

Ainsi, une étude sur des lignées maternelles issues du cultivar Brasília (Boiteux et al., 

1993) a permis d’étudier l’héritabilité du caractère, tandis que l’étude d’un dispositif diallèle 

avec cinq parents (12 descendances) a permis de suggérer le caractère polygénique de la 

résistance, avec quelques gènes dominants (Simon et Strandberg, 1998). Ces deux études 

portent sur du matériel de type Imperator, très différent de ce qui est cultivé en dehors du 

territoire américain, notamment en Europe (type Nantaise). Les travaux menés par Pawelec 

(2005) au cours de sa thèse, puis complétés au sein du laboratoire, ont permis d’établir une 

première carte de la résistance de la carotte à A. dauci. Ce travail mené en collaboration avec 

les établissements Vilmorin, a porté sur du matériel de type Nantaise et permis d’esquisser 

pour la première fois l’architecture des déterminants génétiques de la résistance (Le Clerc et 

al., 2009). Ces travaux, utilisant des méthodes classiques de phénotypage, ont confirmé la 
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nature polygénique de la résistance à A. dauci. Une carte génétique a permis de localiser trois 

régions chromosomiques à effet significatif sur la résistance (QTLs) expliquant 23 %, 17 % et 

10 % de la variation phénotypique totale observée. Ces trois QTL ont été identifiés sur trois 

groupes de liaison différents. La comparaison de cette première carte génétique avec celle des 

gènes impliqués dans la biosynthèse des caroténoïdes laissent néanmoins penser que les 

marqueurs utilisés n’ont pas permis de saturer la carte : des QTL supplémentaires pourraient 

donc exister (Le Clerc et al., 2009). 

 

 

4.2. Diversité des résistances 

D’autres travaux (Boedo et al., 2010) montrent par ailleurs l’existence de plusieurs 

sources de résistance distinctes, qualitativement différentes et révélées par différentes 

méthodes de phénotypage. L’existence d’une telle diversité qualitative des résistances 

partielles est une chance, car elle apporte la possibilité de la construction d’une résistance 

forte et durable face à l’agent pathogène en assemblant ces différents types de résistance 

partielle dans un même génotype. Cela suppose de maîtriser les éléments favorables et donc 

d’acquérir une connaissance approfondie des facteurs impliqués dans cette résistance. Pour 

cela, préciser les déterminants de l’interaction entre l’hôte et le pathogène est essentiel. Au 

sein de l’équipe QuaRVeg, et en collaboration avec différents partenaires publics et privés, un 

travail a été entrepris depuis 2007 afin d’améliorer les connaissances sur l’organisation 

génétique de la résistance et la caractérisation des composantes de la résistance (projet FUI 

‘Création Variétale Potagère’ 2007-2010). Dans ce cadre, des populations en ségrégation ont 

été créées dans le but de réaliser une cartographie génétique de la résistance selon différentes 

composantes de la résistance. Pour ce faire, des plantes ont été évaluées et choisies au sein de 

plusieurs populations en fonction de leur niveau de résistance globale à A. dauci. Afin de 

produire les populations permettant de construire les cartes, trois génotypes résistants et un 

génotype sensible ont été croisés. Dans le travail présenté dans le cadre de cette thèse, nous 

utilisons certains des génotypes sélectionnés. 

 

 

4.3. Quels mécanismes ? Élaboration d’une question de 

recherche 

La question de recherche centrale à laquelle les travaux présentés dans ce manuscrit 

cherchent à répondre est : 
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- À quels mécanismes de défense, les résistances observées correspondent-elles ? 
 

Les mécanismes sous-jacents au déterminisme de la résistance partielle commencent à 

émerger pour certaines interactions plante/agent pathogène. Ils semblent marqués du sceau de 

la diversité. Des mécanismes nouveaux semblent parfois impliqués (par exemple, Fukuoka et 

al., 2007), mais on retombe souvent sur des aspects déjà connus des mécanismes de résistance 

(par exemple, Stewart et al., 2003). Dans cette veine, on peut noter que des coségrégations ont 

déjà été observées entre des QTLs de résistance partielle et des clusters d’homologues de 

gènes de défense (pour exemple, chez le riz, Wang et al., 2001). Ce type de résultat peut 

laisser penser que le déterminisme de certaines résistances partielles est lié à un 

polymorphisme des gènes impliqués dans les mécanismes de défense. En particulier, un 

cluster de gènes de défense de la famille GLP (Germin-Like Proteins) co-localise avec un 

QTL majeur de résistance à la pyriculariose, chez le riz (Manosalva et al., 2009). 

Comme nous l’avons vu précédemment, les voies de transduction du signal peuvent 

différer en fonction de la biologie de l’agent pathogène. De façon très simplifiée, la voie du 

SA correspond plutôt aux agents pathogènes biotrophes, la voie du JA est plus souvent activée 

lors d’attaques par des agents nécrotrophes, tels que A. dauci (Glazebrook, 2005). Sur la base 

de ces données, il nous semble possible de faire l’hypothèse que le polymorphisme quantitatif 

du niveau de résistance de la carotte à A. dauci est, au moins en partie, dû à un 

polymorphisme des gènes de défense et de transduction du signal liés à la voie de l’acide 

jasmonique. Afin de préciser notre première question de recherche, nous nous sommes donc 

attachés à répondre à cette seconde question : 

- Ces mécanismes sont-ils liés à la voie de l’acide jasmonique ? 
 

Une deuxième piste suivie est celle de la « guerre chimique », au cours de laquelle plante 

et agent pathogène échangent des composés toxiques issus du métabolisme secondaire. Ce 

phénomène est particulièrement présent dans l’interaction carotte/A. dauci. Chez ce dernier, 

au moins deux types de toxines sont mis en jeu, dont une toxine non spécifique, le zinniol 

(Barash et al., 1981) et un ou plusieurs composés toxiques mis en évidence par Cora Boedo 

au cours de sa thèse (Boedo, 2009). Alternaria dauci produit aussi des métabolites 

secondaires potentiellement phytotoxiques qui lui sont propres (Andersen et al., 2008). 

L’hypothèse selon laquelle des mécanismes de résistance aux toxines sont présents chez la 

carotte mérite ainsi d’être testée. 

On peut aussi se demander de façon symétrique si les molécules de défense produites par 

la carotte ont un rôle dans sa résistance face à A. dauci. En effet, la carotte produit au moins 

une phytoalexine (la 6-méthoxymelléine (Mercier et Kuć, 1997)) et deux phytoanticipines 

appartenant à la famille des polyacétylènes (le falcarinol et le falcarindiol (Harding et Heale, 

1980)). Ainsi, l’existence d’un échange probable de molécules du métabolisme secondaire 

entre la carotte et A. dauci nous amène à poser une troisième question de recherche : 

- Ces mécanismes sont-ils liés à la guerre chimique ? 
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4.4. Comment tester nos hypothèses ? Élaboration d’une 

stratégie de recherche 

Afin de répondre aux trois questions de recherche, nous avons mis en place une stratégie 

dont le déroulement correspond aux chapitres II, III et IV du manuscrit. 

Le chapitre II traite du rôle des molécules de défense de la carotte dans la spécificité 

d’hôte, et dans la résistance face à A. dauci. Dans un premier temps, le taux de molécule de 

défense a été mesuré chez différentes variétés de carotte, en présence ou en absence d’A. 

dauci. Parallèlement, la résistance de plusieurs souches d’A. dauci aux molécules de défense 

de la carotte a été testée, ainsi que la résistance de souches appartenant à deux autres espèces 

du même genre (A. radicina et A. brassicicola). 

Le chapitre III traite symétriquement de la résistance de la carotte face aux toxines 

fongiques. Dans notre pathosystème, il existe des difficultés pour clairement identifier les 

individus résistants et surtout pour quantifier le niveau de résistance de ces individus. En 

effet, la carotte est une plante allogame avec laquelle on ne peut obtenir de lignées fixées, 

d’où les difficultés observées d’analyse génétique liées à l’hétérozygotie. Nous avons donc 

mis en place un système basé sur la culture in vitro de cellules de carotte entretenues en 

suspension en milieu liquide. Ces cellules ont été confrontées à différentes fractions 

d’exsudats fongiques, ainsi qu’au zinniol. Plusieurs variétés de carotte ont ainsi été testées, 

afin de rechercher une corrélation entre la résistance des plantes confrontées à l’agent 

pathogène et la résistance de cellules isolées face aux toxines produites par celui-ci. 

Le chapitre IV est centré sur le lien entre résistance et voie de l’acide jasmonique. En 

l’absence de données génomiques préexistantes, un certain nombre de gènes impliqués dans 

ou contrôlés par la voie des jasmonates ont été clonés en utilisant une démarche basée sur des 

oligonucléotides dégénérés. Le polymorphisme de séquence de ces gènes a été étudié, ainsi 

que leur polymorphisme de niveau d’expression, chez différents génotypes de carotte, afin, là 

aussi, de rechercher une corrélation entre ce polymorphisme et la résistance. 
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Chapitre II :   

Implication des molécules de défense 
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1. Introduction 

Une plante exprimant une résistance partielle vis-à-vis d’un agent pathogène est en fait 

une plante capable de réagir à l’agression. Cette réaction, appelée défense, permet à la plante 

de diminuer l’impact de l’agent pathogène et se matérialise de différentes façons, comme la 

formation de formes actives de l’oxygène (ROS), l’expression de gènes de défense (ex. 

protéines PR) ou la production de métabolites de défense. La plupart des plantes possèdent la 

capacité de produire ces métabolites secondaires qui auraient un rôle de protection contre les 

attaques pathogènes ; ces molécules de défense préexistent dans la plante (phytoanticipines) 

ou leur synthèse est induite en réponse à l’attaque par un agent pathogène (phytoalexines). 

Une revue concernant les phytoalexines a été récemment publiée (Ahuja et al., 2012). Parmi 

les phytoalexines, citons la camalexine et la brassinine chez les Brassicacées, la pisatine chez 

les Fabacées, le capsidiol chez les Solanacées, etc. 

Chez la carotte, des composés synthétisés sous l’effet de stress biotiques et abiotiques et 

appartenant à plusieurs familles chimiques sont décrits dans la littérature. Parmi ceux-ci, une 

phytoalexine, la 6-méthoxymelléine (6-MM), est connue chez la carotte pour s’accumuler 

dans la racine suite à une irradiation aux UV, à une exposition à l’éthylène ou à une infection 

par Botrytis cinerea (Fan et al., 2000 ; Mercier et al., 1993). Une autre classe de composés, 

les polyacétylènes, dont les plus connus sont le falcarinol et le falcarindiol, ont été identifiés 

dans les racines de carotte. Ces polyacétylènes auraient plutôt une action de type 

phytoanticipine. Leur concentration peut varier en conditions de stress hydrique (Lund et 

White, 1990 ; Olsson et Svensson, 1996). Des effets antifongiques du falcarindiol ont été 

montrés chez Mycocentrospora acerina, agent de pourritures racinaires de la carotte (Garrod 

et al., 1979). La majorité des travaux de caractérisation de ces métabolites de défense 

concernent la racine de carotte, cependant la production de 6-MM et de polyacétylènes dans 

les feuilles de cette espèce a été également décrite (Mercier et Kuć, 1997 ; Städler et Buser, 

1984). 

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes posé la question suivante : Quel est le 

rôle de la 6-MM et des polyacétylènes dans la résistance partielle de la carotte face à A. 

dauci ? Dans ce chapitre, nous avons étudié l’activité antifongique potentielle de ces 
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composés par une mesure de leurs effets in vitro sur le développement du champignon par des 

méthodes de microscopie classique et de néphélométrie En utilisant des techniques de type 

HPLC ou UHPLC-ESI-MS, nous avons effectué des mesures de concentration in planta de la 

6-MM, du falcarinol et du falcarindiol suite à l’inoculation par A. dauci de deux variétés 

commerciales de carotte, l’une partiellement résistante (Boléro), l’autre sensible à A. dauci 

(Presto) ; ceci afin de vérifier la corrélation entre les teneurs mesurées dans la plante et le 

niveau de résistance de ces deux génotypes. Ce chapitre est présenté sous la forme d’un article 

publié dans Physiological and Molecular Plant Pathology en 2012. Ce travail a été mené en 

collaboration avec d’autres laboratoires de recherche. 
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2. Article 

2.1. Introduction 
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2.2. Materials and methods 

2.2.1. Fungal strains, culture conditions and preparation of conidial 

suspensions 
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2.2.2. Antimicrobial metabolites 

2.2.3. Measurement of in vitro conidial germination and germ tube 

elongation after 6-MM treatment 

2.2.4. Measurement of fungal growth by nephelometry 

2.2.5. SYTOX green uptake assays 
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2.2.6. HPLC determination of 6-MM levels in carrot leaves 

2.2.7. UHPLC–ESI–MS determination of falcarinol and falcarindiol 

levels in carrot leaves 
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2.2.8. Statistical analysis 

2.3. Results 

2.3.1. In vitro susceptibility of Alternaria spp. strains to 6-MM assessed by 

microscopical methods and nephelometry 
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2.3.2. In planta quantification of 6-MM in two A. dauci-inoculated carrot 

genotypes 

2.3.3. In vitro susceptibility of A. dauci and A. brassicicola strains to 

falcarinol and falcarindiol and in planta quantification of 

polyacetylenes 
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2.3.4. Membrane permeabilization assays using 6-MM or falcarindiol and 

assessment of a potential interaction effect between the two 

metabolites 

2.4. Discussion 
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2.5. Supplementary data 

 
 Presto Bolero 

Log 

([6-MM]) 
[6-MM] (µM) Group 

Log 

([6-MM]) 
[6-MM] (µM) Group 

Control (non 

inoculated) 
-0,613 0,243 hi -1,091 0,081 ij 

In
o

cu
la

te
d

 

0 dpi -0,595 0,254 hi -1,118 0,076 ij 

2 dpi -0,521 0,301 ghi -1,414 0,039 j 

3 dpi 0,320 2,093 cdef -0,051 0,888 fgh 

4 dpi 0,029 1,071 efgh 0,859 7,239 abcd 

5 dpi 0,553 3,574 bcdef 0,499 3,155 bcdef 

6 dpi 0,134 1,362 defgh 0,920 8,335 abc 

7 dpi 0,011 1,027 efgh 0,252 1,789 cdef 

8 dpi 0,257 1,810 cdef 1,153 14,243 ab 

9 dpi 0,542 3,485 bcdef 0,885 7,679 abcd 

10 dpi 0,236 1,722 cdefg 1,496 31,397 a 

11 dpi 0,751 5,644 bcde 1,471 29,624 a 

12 dpi 0,652 4,488 cdef 1,088 12,260 ab 

13 dpi 0,606 4,039 cdef 1,094 12,417 ab 

 

 
 Presto Bolero 

Log 

([Falcarindiol]) 

[Falcarindiol] 

(µM) 
Group 

Log 

([Falcarindiol]) 

[Falcarindiol] 

(µM) 
Group 

n
o

n
 

in
o

cu
la

te
d

 

0 dpi 2,208 161,297 f 2,369 234,030 d 

25 dpi 2,035 108,322 g 2,379 239,213 d 

In
o

cu
la

te
d

 

0 dpi 2,302 200,440 e 2,404 253,787 d 

4 dpi 2,378 238,959 d 2,674 472,070 b 

10 dpi 2,628 424,427 b 2,538 344,845 c 

15 dpi 2,650 446,719 b 2,560 363,407 c 

21 dpi 2,523 333,232 c 2,627 423,865 b 

25 dpi 2,233 171,187 f 2,743 553,678 a 

Table 2 (supplementary data): Levels of falcarindiol measured in carrot leaves of cv. Presto (susceptible to 
Alternaria dauci) and cv. Bolero (partially resistant) between 0 and 25 days after inoculation with A. dauci 
(strain FRA017). Data and homogeneity groups presented here are results of a linear model where days 
post-inoculation and the cultivar combination were treated as a factor. Log transformed and untransformed 
data are shown. 

Table 1 (supplementary data): Levels of 6-methoxymellein (6-MM) measured in carrot leaves of cv. Presto 
(susceptible to Alternaria dauci) and cv. Bolero (partially resistant) between 0 to 13 days after inoculation 
with A. dauci (strain FRA017). Data and homogeneity groups presented here are results of a linear model 
where days post-inoculation and the cultivar combination were treated as a factor. Log transformed and 
untransformed data are shown. 
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3. Conclusion 

Dans ce chapitre, nous avons étudié l’implication de métabolites de défense dans la 

résistance partielle de la carotte à A. dauci. À partir de la mesure du taux de germination des 

conidies, de la longueur des tubes germinatifs et de la croissance fongique par néphélométrie, 

nous avons mis en évidence un effet inhibiteur du falcarindiol et de la 6-MM sur le 

développement du champignon. De façon générale, le falcarindiol a un effet plus marqué que 

la 6-MM sur le développement d’A. dauci. Il y a un effet additif des deux molécules, ce qui 

laisse supposer des mécanismes d’action différents sur le champignon. Par ailleurs, Alternaria 

brassicicola, champignon non pathogène sur carotte est plus sensible à la 6-MM qu’A. dauci 

et A. radicina, autre espèce pathogène de la carotte. Ce résultat permet de faire l’hypothèse 

que la 6-MM pourrait surtout contribuer aux mécanismes de résistance non-hôte (Lecomte et 

al., 2012a ; cf. Annexe 9). 

Par ailleurs, en réponse à l’inoculation par A. dauci, la production de 6-MM est plus 

rapide et elle s’accumule de façon plus importante chez le génotype résistant Boléro, 

comparativement au génotype sensible Presto. La 6-MM pourrait participer à la résistance 

partielle en limitant le développement du champignon. Cependant les résultats de dosage de la 

6-MM in planta, et de quantification de la biomasse fongique dans les feuilles (Boedo et al., 

2010) suggèrent un rôle mineur de la phytoalexine dans la résistance partielle, au moins dans 

le cas de Boléro. Les teneurs en falcarindiol sont constitutivement plus importantes dans les 

feuilles du génotype Boléro que dans celles de Presto ; ces teneurs augmentent dans les deux 

variétés après inoculation par A. dauci. Chez Boléro, les concentrations mesurées sont 

compatibles avec un effet antifongique in planta. Les travaux présentés ici ont été mentionnés 

dans un éditorial du journal dans lequel notre article a été publié, ce qui montre que ce travail 

a été remarqué par la communauté scientifique (Hammerschmidt, 2012 ; cf. Annexe 8). 

Les métabolites secondaires étudiés ne permettent pas d’expliquer complètement la 

résistance partielle observée chez Boléro, leur rôle est très certainement secondaire. On peut 

donc se demander quels sont les autres mécanismes composant cette résistance partielle ? 

Nous avons vu dans la synthèse bibliographique, que le couple plante/agent pathogène se livre 

une véritable guerre chimique lors de leur interaction. Nous savons qu’un champignon 
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nécrotrophe, tel qu’A. dauci, est capable de produire des métabolites toxiques qui auront un 

effet direct sur les cellules végétales. Nous pouvons donc supposer que la plante sera capable 

de réagir et de contrer les effets de ces métabolites toxiques. Dans le chapitre suivant, nous 

étudierons les effets de métabolites fongiques produits dans le milieu de culture du 

champignon chez différents génotypes en utilisant des cultures cellulaires. 
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Mécanismes de résistance aux toxines 
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1. Introduction 

Les champignons du genre Alternaria sont des agents pathogènes nécrotrophes. Ces 

champignons produisent des toxines qui concourent à leur pouvoir pathogène en attaquant les 

cellules de leur hôte. Par ailleurs, chez la carotte, face à A. dauci, aucune résistance totale 

n’est connue, mais des génotypes possédant une résistance partielle sont disponibles. Parmi 

les hypothèses permettant d’expliquer cette résistance partielle face au champignon, nous 

pouvons imaginer la présence de mécanismes de résistance aux toxines produites par A. dauci. 

Pour confirmer cette hypothèse et tenter de comprendre les mécanismes de défense de la 

plante face à ce champignon pathogène, nous avons mis en contact des cellules de carotte et 

des exsudats issus de cultures du champignon. Afin de s’affranchir d’effets de 

l’environnement qui peuvent influencer l’interaction entre la plante et le champignon, et de 

n’observer que les effets dus aux métabolites fongiques (pas d’interaction physique entre 

l’agent pathogène et son hôte), nous avons mis en place une expérimentation basée sur la 

culture in vitro. La carotte étant une plante modèle en culture in vitro et l’embryogénèse 

somatique de celle-ci étant maitrisée, nous avons choisi de travailler sur des cellules 

embryogènes cultivées en suspension. Parallèlement, nous avons mis en culture le 

champignon sur un milieu liquide afin de récupérer les exsudats produits par celui-ci. 

Afin de vérifier la corrélation entre la résistance d’une plante entière face au champignon 

et la résistance de ses cellules en suspension face à des composés toxiques produits par le 

champignon, nous avons utilisé six génotypes différents ayant des niveaux de résistance 

contrastés. Nous avons donc acquis des données sur la résistance des cellules aux composés 

toxiques, mais aussi des données sur la résistance de ces mêmes génotypes face au 

champignon, à l’échelle de la plante entière. 

Dans une première partie, nous avons obtenu des données phénotypiques sur plante 

entière ; nous nous sommes inspirés des travaux de Boedo et al. (2010) basés sur l’inoculation 

en gouttes par A. dauci de feuilles de carotte non détachées et sur la quantification de la 

biomasse fongique par PCR en temps réel. Dans un second temps, nous avons évalué l’effet 

d’extraits fongiques ou de zinniol obtenu par synthèse chimique sur des cellules de carotte 

cultivées en milieu liquide, des travaux antérieurs menés au sein de l’équipe QuaRVeg ont 
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servi de base à ce travail. Lorsque les cellules en suspension sont traitées avec les fractions 

fongiques, il faut pouvoir mesurer l’effet de ces fractions, nous avons donc mis au point 

différentes approches afin d’estimer l’état des cellules notamment l’observation du 

développement d’embryons somatiques ou l’activité enzymatique des cellules embryogènes. 

Ce chapitre fera l’objet d’un article actuellement en préparation. 
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2. Matériel et méthodes 

2.1. Matériel biologique 

2.1.1. Choix des génotypes de carotte 

Six génotypes de carotte ont été utilisés pour ce travail. Deux d’entre eux, Presto et 

Boléro, sont des variétés hybrides commerciales sélectionnées par Vilmorin ; respectivement 

sensible et partiellement résistante à A. dauci, elles sont utilisées comme références au 

laboratoire (Boedo, 2009 ; Boedo et al., 2010 ; Le Clerc et al., 2009 ; Lecomte et al., 2012a ; 

Lecomte et al., 2012b ; Pawelec, 2005 ; Pawelec et al., 2006). Les quatre autres sont des 

génotypes sélectionnés comme parents de croisements dans le cadre d’un projet de 

cartographie génétique de la résistance à A. dauci mené au sein de l’équipe QuaRVeg. Trois 

génotypes partiellement résistants à A. dauci (K3, I2 et H4) et un génotype sensible (H1) ont 

été retenus. Ce travail de sélection a été réalisé dans le cadre d’un projet regroupant des 

laboratoires de recherche publique et des entreprises privées (projet FCE « Création Variétale 

Potagère » 2007-2010). Les données sur les origines de ces génotypes restent confidentielles. 

 

 

2.1.2. Choix de la souche d’Alternaria dauci 

Dans le cadre du travail présenté ici, nous avons utilisé la souche P2 (référencée FRA017 

dans la collection de souches d’A. dauci de l’équipe FungiSem). Cette souche, isolée à partir 

de feuilles de carotte en 2000 en France (Gironde), possède un niveau d’agressivité 

intermédiaire (Boedo et al., 2012) et elle est couramment utilisée au laboratoire comme 

souche de référence (Boedo, 2009 ; Boedo et al., 2010 ; Le Clerc et al., 2009 ; Lecomte et al., 

2012b ; Lecomte et al., 2012b ; Pawelec, 2005 ; Pawelec et al., 2006). 
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2.2. Données phénotypiques sur plante entière 

2.2.1. Obtention des plantes 

En serre, chaque génotype a été semé (20 semences sur une ligne, placées à 1,5 cm de 

profondeur et recouvertes de sable) dans une caisse (60 × 40 × 23 cm) contenant un mélange 

composé d’⅓ sable et de ⅔ de terreau horticole (Substrat 5, Klasmann). Une photopériode de 

16 h, avec une température de 21 °C le jour et 18 °C la nuit, a été appliquée. L’arrosage a été 

effectué par un système de goutte à goutte avec de l’eau du robinet. Des traitements 

insecticides ont été réalisés si besoin pour lutter contre les attaques de pucerons et/ou de 

thrips. 

 

 

2.2.2. Culture d’Alternaria dauci et obtention des conidies 

Alternaria dauci a été mis en culture sur un milieu V8 agar à partir d’explants de gélose 

provenant d’une culture stockée à 4 °C. Les boites de Pétri ont été placées à 24 °C, à 

l’obscurité durant deux semaines, puis à 24 °C avec une photopériode de 12 heures sous 

lumière noire (tubes TL-D 36W BLB, Philips) durant une semaine. 

Une suspension de conidies a été préparée à partir de cette culture d’A. dauci sur milieu 

solide. Quelques millilitres d’eau stérile additionnée de 0,05 % de Tween 20 (Sigma-Aldrich) 

ont été déposés dans chaque boîte et la surface de la gélose a été raclée avec un étaloir stérile. 

La suspension obtenue a été filtrée au travers d’une double épaisseur de gaze, et la 

concentration a été calibrée à 200 conidies.mL-1 suite à un comptage des conidies sur une 

cellule de Malassez. 

La concentration de la suspension de conidies (C en CFU.mL-1) a été contrôlée en 

déposant 40 gouttes de 5 µL sur un milieu V8 agar et en comptant le nombre de colonies se 

développant. Ceci a permis de calculer le nombre de conidies viables déposées sur les feuilles 

lors de l’inoculation (Nc = C × 40 × 0,005). 

 

 

2.2.3. Inoculation 

L’inoculation a été réalisée sur des plantes âgées de six semaines, selon le protocole 

d’inoculation en gouttes décrit par Boedo et al. (2010). La troisième feuille (F3) de cinq 

plantes par caisse a été placée dans une boite de Pétri disposée sur le substrat (feuille non 

détachée), sur laquelle ont été déposées 40 gouttes de 5 µL d’une suspension de conidies 

(Fig. 22). Les plantes témoins ont été traitées avec de l’eau contenant 0,05 % de Tween 20. 
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2.2.4. Notation des symptômes 

Une notation a été réalisée à 7, 9 et 13 jours après inoculation. Nous avons effectué un 

comptage du nombre de symptômes (Ns) apparus sur chaque feuille pour chacun des six 

génotypes. Une distinction a été faite entre un petit symptôme (plus petit que la goutte de 

suspension déposée) et un gros symptôme (plus grand que la goutte). Le ratio du nombre de 

lésions par conidies viables (S = �Ns Nc⁄ � × 100) a été calculé à chaque date de notation. 

Le calcul de l’AUDPC (Area Under Disease Progress Curve) a été réalisé selon la 

méthode des trapèzes (Madden et al., 2007) d’où AUDPC = ����	��������	����� 
! × �9 − 7�% +

����	�������'(	����� 
! × �13 − 9�%. 

Le log-.�AUDPC� a également été calculé. 

 

 

2.2.5. Quantification de la biomasse fongique par qPCR 

À partir du matériel végétal ayant servi pour les notations, les feuilles traitées 

précédemment ont été prélevées 15 jours après inoculation (après la dernière notation) et 

placées dans un tube de 15 mL puis plongées dans de l’azote liquide pour finalement être 

stockées à -80 °C. L’ensemble des étapes permettant la quantification de la biomasse fongique 

(lyophilisation et broyage des échantillons, extraction des ADN, réalisation des gammes 

étalon, Q-PCR, analyse des Ct) ont été réalisés selon les travaux de Boedo et al. (2010). 

Le nombre de copies de génome fongique (Nf) et le nombre de copies de génome de 

plante (Np) ont permis de calculer un ratio d’infection (I = �Nf Np⁄ � × 100) (Berruyer et al., 

Figure 22 : Inoculation en gouttes sur feuille non détachée (cliché personnel). 
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2006). Le calcul du log-.�I + 1� a également été effectué ; l’utilisation de I + 1 permet 

d’éviter une valeur log-.�0� = −∞ lorsque le ratio I est nul, notamment pour les échantillons 

témoins. 

 

 

2.2.6. Dispositif expérimental 

Le dispositif expérimental était composé de quatre répétitions décalées dans le temps où, 

pour chaque génotype et à chaque répétition, quatre feuilles ont été inoculées et une feuille a 

été traitée en tant que témoin. 

 

 

2.2.7. Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel R version 2.12.2 (R 

Development Core Team [Internet]), en utilisant des modèles linéaires. L’homoscédasticité 

des paramètres (AUDPC, log-.�AUDPC�, log-.�I + 1�) a été vérifiée par le test de Breusch-

Pagan. La comparaison des valeurs moyennes a été effectuée à l’aide du test de comparaison 

multiple de Waller Duncan. 

 

 

2.3. Obtention des filtrats de culture fongique et du zinniol 

2.3.1. Culture du champignon en milieu liquide 

Dans une fiole Erlenmeyer de 250 mL, 100 mL de milieu liquide à base de jus de carotte 

(20 % pur jus de carotte Joker®, CaCO3 3 g.L-1, eau distillée) ont été ensemencés à l’aide 

d’une suspension de conidies calibrée à 5.103 conidies.mL-1 et préparée comme décrit au 

§ 2.2.2. (Boedo, 2009). Au bout de 48 h de culture à l’obscurité à 24 °C sous agitation 

(125 rpm), le milieu a été filtré afin de ne récupérer que la partie liquide de la culture 

(Fig. 23). 

 

 

2.3.2. Filtrat brut 

La culture liquide a été filtrée en utilisant successivement des membranes de nylon de 

200 µm, 11 µm puis 1 µm (Sefar Nitex, Sefar Inc.). Ce filtrat brut est appelé « bA » pour 

filtrat brut d’Alternaria. Le témoin consiste en un milieu de culture (jus de carotte à 20 %) 

non inoculé, il est identifié comme « bC » pour filtrat brut obtenu à partir du milieu jus de 

carotte. Après lyophilisation (lyophilisateur Leybold-Heraens) (Fig. 23), le filtrat brut a été 

conservé dans un dessiccateur contenant du sulfate de calcium anhydre (Drierite™, W.A. 
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Hammond Drierite Co. Ltd.). 

 

 
 

 

2.3.3. Fractions aqueuse et organique 

Le pH d’une partie du filtrat brut, prélevée avant lyophilisation, a été ajusté à pH 7 puis 

cette fraction a subi une extraction liquide-liquide (Fig. 23) : elle a été placée dans une 

ampoule à décanter et un volume équivalent d’acétate d’éthyle a été ajouté, puis l’ampoule a 

été agitée fermement. Après décantation, lorsque deux phases sont apparues de façon bien 

visible, la phase aqueuse (phase inférieure) a été récupérée dans une fiole Erlenmeyer et la 

phase organique (phase supérieure) dans une seconde fiole Erlenmeyer. La phase aqueuse a 

été ré-extraite deux fois de la même façon. Les trois fractions de phase organique ont été 

rassemblées, quelques grammes de sulfate de magnésium anhydre ont été ajoutés afin de 

piéger les traces d’eau restantes, puis l’ensemble a été filtré au travers d’un morceau de laine 

de verre (laine de verre extra-fine 11 µm, Hecht Assistent). 

La fraction aqueuse nommée « aA » (« aC » pour le témoin) a été lyophilisée et conservée 

dans les mêmes conditions que le filtrat brut (Fig. 23). 

La fraction organique nommée « oA » (« oC » pour le témoin) a été séchée dans un 

ballon par évaporation du solvant à l’aide d’un évaporateur rotatif (Büchi Rotavator R) à 

température ambiante (Fig. 23). Le résidu a été stocké dans un tube en verre à -20°C. 

 

filtrat brut inoculé filtrat brut témoin

fraction 
aqueuse

fraction 
organique

fraction 
aqueuse
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bC

aA
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oA

oC

lyophilisation

lyophilisation

milieu jus de carotte

milieu inoculé milieu témoin

inoculation
5.103 conidies/mL

eau + 0,05 % tween 20

filtration filtration

Extraction liquide-liquide
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Figure 23 : Schéma d’obtention des différents extraits fongiques. 
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2.3.4. Synthèse, dosage et stabilité du zinniol 

2.3.4.1. Synthèse 

Dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire SONAS (Substances d’Origine 

Naturelle et Analogues Structuraux) de l’UFR des Sciences Pharmaceutiques et Ingénierie de 

la Santé de l’Université d’Angers, la synthèse chimique du zinniol (C15H22O4, 266,33 g.mol-1) 

a été effectuée à partir des travaux de Martin et Vogel (1980), selon le schéma réactionnel 

suivant (Fig. 24). 
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2.3.4.2. Détection et dosage 

Une méthode analytique CLHP (Chromatographie en phase Liquide à Haute 

Performance) a été développée à l’aide d’un matériel de type Waters Alliance 2695, équipé 

d’un détecteur à barrette de diode avec un enregistrement sur la gamme 210 nm-600 nm. La 

séparation est réalisée sur une colonne analytique en phase inverse C18 (Uptishere UP3ODB-

15QK 150 × 4,6mm 3µm). La phase mobile est un mélange binaire d’eau (solvant A) et de 

méthanol (solvant B) selon un mode gradient : t = 0, A/B = 40/60 ; t = 5 min, A/B = 40/60 ; 

t = 15 min, A/B = 0/100 ; t = 25 min, A/B = 0/100 ; t = 30 min, A/B = 40/60 ; t = 40 min, 

A/B = 40/60. Le traitement des chromatogrammes est réalisé à l’aide du logiciel Empower 

5.0. 

 

2.3.4.3. Stabilité 

Lors d’analyses du zinniol obtenu par synthèse totale, des phénomènes de dégradation ont 

été mis en évidence. Nous avons montré qu’ils dépendent notamment du solvant utilisé, du 

pH et de la température. Nous avons alors souhaité étudier la stabilité du zinniol dans le 

Figure 24 : Schéma réactionnel de la synthèse chimique du zinniol (d’après Martin et Vogel, 1980). 
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milieu de culture cellulaire utilisé pour les tests in vitro. 

Du milieu de culture pour suspension cellulaire (milieu de culture sans régulateurs de 

croissance, cf. § 2.4.2.) additionné de zinniol (7,4 mg solubilisé dans 200 µL de DMSO) a été 

placé dans les conditions de culture des suspensions (22°C, sous agitation, à l’obscurité). La 

concentration initiale de zinniol dans le milieu étant connue (1 mg.mL-1), des prélèvements de 

ce milieu ont été réalisés à différents moments (T0, + 6h, + 12h, + 24h, + 48h, + 96h, + 192h). 

Chaque échantillon du milieu a été prélevé stérilement et immédiatement placé dans de 

l’azote liquide puis stocké à -80°C. À la fin des prélèvements, tous les échantillons ont été 

analysés par CLHP et la quantité de zinniol a été évaluée. 

Trois injections de 20 µL ont été réalisées pour chaque échantillon. Le pic correspondant 

au zinniol a été intégré pour chaque chromatogramme et la valeur de son intégration 

recalculée sur une base 100 (T0 = 100 %). 

 

 

2.4. Obtention des suspensions cellulaires de carotte 

2.4.1. Introduction de plantes in vitro et obtention de cals friables 

À partir d’une dizaine de plantes de chaque génotype, cultivées en serre comme décrit au 

§ 2.2.1., trois individus par génotype ont été introduits en culture in vitro. Des sections de 

pétiole d’environ 5 cm, prélevées sur des plantes adultes, ont été désinfectées dans une 

solution d’hypochlorite de sodium à 9 % de chlore actif. Les explants ont ensuite été coupés 

en morceau de 1 cm, puis mis en culture à l’obscurité à 23 °C sur le milieu de Gamborg solide 

(Gamborg et al., 1968 ; Gamborg et al., 1976 ; cf. Annexe 1) additionné de 0,1 mg.L-1 de 2,4-

D (acide 2,4-dichlorophénoxyacétique) en vue de l’obtention d’un cal embryogène friable. 

Les cals obtenus ont été repiqués sur le même milieu de culture toutes les six semaines. 

 

 

2.4.2. Culture des cellules en milieu liquide 

Ces cals friables ont ensuite été transférés (à raison de 1 g de cal dans 25 mL) dans des 

flacons de culture cellulaire (BD Falcon) contenant 25 mL de milieu de Gamborg liquide 

additionné de 2,4-D (0,25 mg.L-1) et de kinétine (0,05 mg.L-1). Ces cultures liquides ont été 

placées à 22 °C à l’obscurité, sous une agitation permanente (125 rpm). Après trois semaines 

de culture, les cellules en suspension ont été séparées du cal et du milieu de culture par 

filtration (tamis de laboratoire ∅ 45 mm, ouvertures de 450 µm, Saulas) et retenues sur une 

membrane de nylon (Sefar Nitex, porosité 50 µM, Sefar Inc.). Les cellules ont alors été 

remises en suspension dans 25 mL de milieu Gamborg liquide contenant 0,25 mg.L-1 de 2,4-D 

et 0,05 mg.L-1 de kinétine. 

Après deux nouvelles semaines de culture, les suspensions ont été à nouveau filtrées au 
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travers de membranes de nylon. Seules les cellules dont la taille était comprise entre 25 µm et 

200 µm ont été récupérées et ont été remises en suspension dans un volume de 10 mL de 

milieu de Gamborg sans régulateurs de croissance (noté milieu –RC). Les cellules ont été 

laissées ainsi toute une nuit dans les conditions de culture précédentes avant d’être utilisées, 

afin qu’elles se stabilisent suite au changement de milieu. 

 

 

2.5. Traitement des cellules par les fractions fongiques 

2.5.1. Préparation des fractions et du zinniol 

Les fractions lyophilisées obtenues précédemment ont été dissoutes dans du milieu 

Gamborg –RC. Le volume de milieu Gamborg –RC ajouté correspond à la quantité d’eau 

évaporée lors de la lyophilisation ; la concentration obtenue est ainsi la même que dans la 

culture de champignon du départ. 

Concernant les fractions organiques, celles-ci ont d’abord été re-solubilisées avec 

quelques microlitres de DMSO (diméthylsulfoxyde), puis comme précédemment avec du 

milieu Gamborg –RC afin d’obtenir la concentration d’origine. La quantité de DMSO utilisée 

se limite à 0,4 % du volume des fractions afin de ne pas dépasser 0,1 % dans le milieu final 

contenant les cellules. 

Une solution de zinniol à 2 mM a été préparée de la même façon que les fractions 

organiques (0,4 % DMSO, milieu Gamborg –RC). 

Pour l’ensemble de ces solutions, le pH a été ajusté à 5,8, ce qui correspond au pH du 

milieu Gamborg seul, puis elles ont été stérilisées par filtration (filtre stérile pour seringue, 

acétate de cellulose, porosité 0,45 µm, VWR). 

 

 

2.5.2. Traitement des cellules 

Pour le traitement des cellules, nous avons utilisé des plaques comportant 12 puits 

(plaques pour culture cellulaire, fond plat, BD Falcon). Dans chaque puits, 1 mL de 

suspension cellulaire (resuspendue dans le milieu Gamborg –RC) a été prélevé stérilement. 

Pour chacun des puits, 0,1 (5 %) ou 0,5 mL (25 %) de la fraction à tester (cf. §2.5.1.) ont été 

ajoutés, puis le volume a été complété à 2 mL avec du milieu Gamborg –RC. Trois 

concentrations de zinniol (0,025 µM, 10 µM et 500 µM) ont également été appliquées à partir 

de la solution à 2 mM. 

Les suspensions témoins sont composées de 1 mL de suspension cellulaire et de 1 mL de 

milieu Gamborg –RC seul. Les témoins contenant du DMSO (pour les fractions organiques et 

le zinniol) sont obtenus par addition de 1 mL de milieu Gamborg –RC contenant 0,2 % de 

DMSO (0,1 % dans la solution finale contenant les cellules). 
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Ces suspensions cellulaires ont ensuite été replacées en chambre de culture à 22 °C à 

l’obscurité, sous une agitation permanente (125 rpm). Tous les sept jours, 300 µL de milieu 

Gamborg –RC contenant 25 % d’extrait fongique sont ajoutés au traitement correspondant. 

 

 

2.6. Évaluation de la toxicité des fractions fongiques sur les 

cellules de carotte 

2.6.1. Suivi de la conversion des cellules en embryons somatiques 

Suite au traitement des suspensions cellulaires dans les plaques, ces dernières ont été 

laissées en chambre de culture et nous avons observé l’évolution des cultures et notamment le 

développement des embryons somatiques. Ces embryons somatiques se forment 

spontanément lorsque des cellules embryogènes sont transférées dans un milieu dépourvu de 

2,4-D. Le suivi de la formation des embryons somatiques à partir des cellules embryogènes, 

nous permet d’évaluer l’aptitude des cellules à exprimer leur totipotence en présence d’un 

traitement ou non. La formation d’embryons a été observée sous loupe binoculaire (embryons 

jeunes) et à l’œil nu, entre deux et quatre semaines après traitement. 

 

 

2.6.2. Aspects microscopiques des cellules 

2.6.2.1. Tests de viabilité cellulaire : bleu Evans et fluorescéine diacétate 

Le test de coloration avec le bleu Evans met en évidence les cellules mortes et les cellules 

vivantes. En effet, après ajout du colorant sur les suspensions cellulaires, seules les cellules 

vivantes sont capables d’exclure le colorant et apparaissent blanches alors que les cellules 

mortes et endommagées laissent passer le colorant et deviennent bleues. Pour ce test, 100 µL 

de suspension cellulaire ont été mis en contact avec 20 µL de bleu Evans 1 % (100 mg dans 

10 mL d’eau distillée), l’observation s’est effectuée sous microscope. 

L’utilisation de la fluorescéine diacétate (FDA) révèle également les cellules vivantes. La 

FDA pénètre dans les cellules où elle est hydrolysée par les enzymes cellulaires et forme alors 

un composé, la fluorescéine, qui émet une fluorescence verte lorsqu’elle est excitée par une 

lumière incidente de longueur d’onde 485 nm. Pour ce test, 100 µL sont prélevés, auxquels est 

ajouté 1 µL de FDA à 1 mM. Après 5 min d’incubation à l’obscurité, l’observation se fait sous 

microscope à fluorescence. 

 

2.6.2.2. Observation des noyaux : test avec le DAPI 

Selon le même principe que précédemment, les cellules ont été mises en contact avec le 

DAPI (4',6'-diamidino-2-phénylindole) qui marque l’ADN. Le DAPI est une molécule 
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fluorescente qui se lie fortement à l'ADN. Au microscope à fluorescence, si les cellules sont 

excitées par de la lumière UV (350 nm), on observe une fluorescence bleue brillante au 

niveau du noyau. Ce test renseigne sur l’état du noyau et sur les dommages causés à l’ADN 

(Qui et al., 2010). 

 

 

2.6.3. Utilisation de l’activité hydrolytique intracellulaire comme 

marqueur de la toxicité 

2.6.3.1. Extraction des enzymes 

Après 48 h de traitement en présence des fractions fongiques, 1 mL de suspension de 

cellules traitées a été prélevé. Ces cellules ont été centrifugées à 1 800 g à température 

ambiante afin d’éliminer le milieu de culture puis lavées avec un tampon phosphate à 50 mM 

(pH 8,75), et de nouveau centrifugées à 7 200 g à température ambiante. Le culot cellulaire, 

additionné de sable de Fontainebleau, a ensuite été broyé à l’aide d’un broyeur à bille dans de 

l’azote liquide puis repris dans 200 µL de tampon phosphate à 250 mM (pH 8,75) contenant 

1 mM de dithiothréitol (DTT). Après une centrifugation à 10 000 g à 4 °C, l’extrait 

enzymatique ainsi obtenu a été plongé immédiatement dans de l’azote liquide et stocké à -

20 °C (adaptation du protocole de Vitecek et al., 2007). 

 

2.6.3.2. Réaction enzymatique 

La réaction enzymatique s’est déroulée dans une plaque noire à fond plat de 96 puits 

(Greiner Bio-One). Vingt microlitres d’extrait enzymatique ont été mélangés à 277 µL de 

tampon phosphate 1 M (pH 8,75) et à 3 µL de solution de FDA à 0,5 mM préparée 

extemporanément dans de l’acétone à partir d’une solution stock à 1 mg.mL-1 conservée au 

froid à -80°C. 

Le produit formé par cette réaction, la fluorescéine, a été mesuré par détection de la 

fluorescence (excitation : 485 nm ; émission : 520 nm) dans un fluorimètre à plaque 

(FLUOstar Omega, BMG Labtech). La fluorescence de chaque puits a été mesurée toutes les 

minutes pendant 90 min (mesure en cinétique) à une température de 45 °C. Une gamme étalon 

de fluorescéine (Sigma-Aldrich), comportant 10 concentrations allant de 0 à 7 µM dans un 

tampon phosphate à 1 M à pH 8,75, a été réalisée à partir d’une solution mère à 1 mg.mL-1 

dans de l’acétone. 

 

2.6.3.3. Dosage de protéines 

Pour chaque échantillon, la quantité de protéines totales a également été mesurée. Dans 

une plaque de 96 puits (plaques microtitration, fond plat, Greiner Bio-One), 120 µL de réactif 

de Bradford (Sigma-Aldrich) ont été ajoutés à 30 µL d’extrait. L’absorbance a été mesurée à 

595 nm sur le même appareil que précédemment, paramétré pour la mesure de l’absorbance. 

Une gamme étalon de BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich), à partir d’une 

solution mère à 10 mg.mL-1 dans de l’eau ultra-pure, a été réalisée (8 concentrations allant de 
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0 à 0,1 mg.mL-1 dans un tampon phosphate à 250 mM à pH 8,75 additionné de DTT à 1 mM). 

 

2.6.3.4. Calcul de l’activité enzymatique spécifique 

Pour chaque échantillon, à chaque point de mesure de fluorescence, la vitesse de la 

réaction d’hydrolyse de la FDA a été calculée en prenant en compte les valeurs à t−2 min et à 

t+2 min (pente au point t = �y45! − y4�!� �x45! − x4�!�⁄ ). La valeur de la vitesse maximale 

de la réaction au niveau de la phase linéaire, correspondant à la pente maximale de la courbe 

de formation de la fluorescéine, a ainsi été calculée (Fig. 25). 

 

 
 

L’activité enzymatique spécifique (en µmol de fluorescéine formée/min/mg de protéines) 

a été calculée à partir de cette vitesse maximale et de la quantité de protéines. 

Pour chaque traitement, l’effet a été déterminé en calculant le ratio entre l’activité 

spécifique de l’échantillon traité et l’activité spécifique du témoin correspondant. Considérant 

que le témoin correspond à 100 % de l’activité observée et qu’il possède un effet nul, 

l’ensemble des effets ont été ramenés sur une base « 0 » (Effet = ratio – 100 %). 

 

2.6.3.5. Dispositif expérimental 

Pour cette quantification de l’activité hydrolytique intracellulaire, chaque extrait a été 

mesuré trois fois pour la fluorescence et trois fois pour la quantité de protéines ; nous avons 

donc, pour chaque extrait, calculé une valeur d’activité enzymatique spécifique à partir des 

valeurs moyennes de fluorescence et de quantité de protéines. 
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Figure 25 : Détermination de la vitesse de réaction d’hydrolyse de la FDA. Le calcul est effectué sur les 
valeurs de fluorescence nette c'est-à-dire les valeurs de fluorescence de l’échantillon corrigées par les 
valeurs de fluorescence des témoins. 
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Un extrait est issu d’un puits de la plaque de culture constituant une répétition d’une 

condition donnée (chaque condition étant répétée trois fois dans une plaque de culture). Nous 

avons donc calculé trois valeurs d’effet pour chacun des traitements ; ces effets ont été 

calculés à partir de l’activité enzymatique spécifique de chaque extrait et de la valeur de 

l’activité enzymatique spécifique moyennée des trois extraits témoins. 

Au final, nous avons testé six génotypes, avec neuf conditions différentes répétées trois 

fois (trois expérimentations décalées dans le temps) Par ailleurs, pour chaque 

expérimentation, nous avons utilisé une culture cellulaire indépendante, nous avons donc 

intégré à chaque fois un témoin négatif et un témoin DMSO (milieu Gamborg –RC, 0,1 % de 

DMSO) pour les fractions organiques et les solutions de zinniol. 

 

 
2.6.3.6. Traitements statistiques 

Les tests de comparaisons multiples (test LSD de Fisher) ont été réalisés avec 

STATGRAPHICS® Centurion XV (StatPoint, Inc.). Au moins trois expériences 

indépendantes ont été réalisées pour chaque traitement, les valeurs présentées correspondent à 

des moyennes accompagnées d’écart-types (SD). 
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3. Résultats 

3.1. Données phénotypiques sur plante entière 

3.1.1. Notations visuelles des symptômes 

Les statistiques descriptives utilisées, indiquent que l’utilisation de l’AUDPC est plus 

adaptée que l’utilisation du ratio du nombre de lésions par conidie, que ce soit pour chacune 

des dates prises séparément ou pour le ratio moyen (données non présentées). 

La quantité de symptômes observés pour chacun des génotypes peut être représentée 

graphiquement par un boxplot (ou boite à moustache) (Fig. 26). 

 

 
 

On observe que, pour une médiane ayant une valeur faible, la dispersion autour de cette 
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Figure 26 : Boxplot de l’AUDPC et du log(AUDPC) en fonction du génotype. La barre noire horizontale 
représente la médiane, la croix rouge la moyenne, la base de la boite le 1er quartile et le haut de la boite le 
3e quartile. 



Chapitre III : Mécanismes de résistance aux toxines 

 
103 

médiane est également faible, et inversement. En revanche, avec le log(AUDPC), la 

dispersion est relativement homogène entre les différents génotypes. 

K3 est le génotype possédant la valeur moyenne la plus faible, c'est-à-dire une quantité de 

symptômes observée la plus faible. H1 est celui qui, au contraire, a la valeur la plus élevée. 

Par ailleurs, il n’y a pas d’effet répétition (date de semis) sur les données ; les médianes et leur 

dispersions sont équivalentes (données non présentées). 

À partir des valeurs de l’AUDPC et du log(AUDPC), nous avons réalisé une analyse de 

variance en utilisant des modèles linéaires avec les facteurs ‘génotype’, ‘répétition’, 

‘génotype + répétition’ et ‘génotype + répétition + génotype*répétition’. L’AUDPC ne montre 

pas d’homoscédasticité, les modèles écrits ne sont donc pas valables. En revanche, le 

log(AUDPC) montre une homoscédasticité (test de Breuch-Pagan au seuil α = 0,01). 

Au seuil α = 0,01, les modèles linéaires n’indiquent pas d’effet de la répétition, ni d’effet 

d’interaction génotype*répétition. Le modèle linéaire ‘lm = log(AUDPC) ~ génotype’ indique 

donc que l’effet observé est dû au génotype, par conséquent que l’on observe bien des 

niveaux différents de résistance à A. dauci. 

On distingue quatre classes de niveau de résistance (Tab. IV). H1 est le génotype le plus 

sensible, significativement plus sensible que Presto lui-même significativement plus sensible 

que tous les autres. K3 est le plus résistant, il est dans le même groupe que Boléro. Ce groupe 

de génotypes résistants se distingue de H1, Presto et H4. Ce dernier et I2 constituent des 

classes de résistance intermédiaires. 

 

 
Groupes Génotypes Moyennes 

a H1 3.093187 

 b P 2.918167 

  c H4 2.714333 

  cd I2 2.562364 

   d B 2.529333 

   d K3 2.460067 

 

 

 

3.1.2. Quantification de la biomasse fongique par qPCR 

Nous avons effectué les mêmes analyses que précédemment. Le log(I+1) permet la 

meilleure description des données (données non présentées). 

À partir de l’analyse de la dispersion des valeurs (Fig. 27), on remarque que cette 

dispersion est plus importante que pour les valeurs du log(AUDPC), notamment pour le 

génotype H4. Comme précédemment, il n’y a pas d’effet répétition sur ces données (données 

non présentées). 

Tableau IV : Classement des génotypes en fonction du log(AUDPC). Les groupes de comparaison sont 
définis par le test de Waller-Duncan. Les moyennes correspondent aux valeurs moyennes du log(AUDPC). 
Les génotypes possédant la même lettre ne sont pas significativement différents. 
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Des modèles linéaires ont été utilisés comme précédemment (cf. §3.1.1.). Ceux-ci 

révèlent, au seuil α = 0,01, seulement un effet du génotype sur la biomasse du champignon. 

Trois groupes peuvent être distingués (Tab. V) : Presto est le génotype sur lequel le 

champignon s’est le plus développé (c'est-à-dire le génotype le plus sensible), il n’est pas 

significativement différent de H1. En revanche, K3, Boléro et H4 se retrouvent dans le même 

groupe qui lui se distingue des deux génotypes les plus sensibles (Presto et H1). 

 

 
Groupes Génotypes Moyennes 

a P 0.9125833 

ab H1 0.787875 

 bc I2 0.5074167 

  c H4 0.4773333 

  c B 0.3851667 

  c K3 0.3606875 

 

 

 

3.1.3. Comparaison des deux méthodes 

Deux méthodes de phénotypage sur plante entière ont été utilisées. Le comptage des 

symptômes permet de distinguer quatre classes de résistance au lieu de trois avec la 

quantification de la biomasse fongique. On peut tout de même remarquer une bonne 

corrélation entre les deux méthodes (Fig. 28) : globalement, les génotypes présentant le moins 
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Tableau V : Classement des génotypes en fonction du log(I+1). Les groupes de comparaison sont définis par 
le test de Waller-Duncan. Les moyennes correspondent aux valeurs moyennes du log(I+1). Les génotypes 
possédant la même lettre ne sont pas significativement différents. 

Figure 27 : Boxplot du log(I+1) en fonction du génotype. La barre noire horizontale représente la médiane, 
la croix rouge la moyenne, la base de la boite le 1er quartile et le haut de la boite le 3e quartile. 
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de symptômes (valeur log(AUDPC) faible) sont ceux chez lesquels le champignon se 

développe le moins (valeur log(I+1) faible). Mais nous pouvons également remarquer que le 

classement des génotypes en fonction de leur résistance est un peu modifié entre les deux 

méthodes. On observe notamment que H1 est le génotype le plus sensible du point de vue du 

nombre de symptômes, mais ce n’est pas le génotype sur lequel nous détectons le plus de 

biomasse fongique. 

 

 
 

 

3.2. Résistance aux fractions fongiques et au zinniol 

3.2.1. Mises au point méthodologiques 

Des études préliminaires ont été nécessaires pour déterminer les paramètres les plus 

favorables à la culture des suspensions cellulaires embryogènes de carotte, notamment 

l’équilibre hormonal permettant d’obtenir des cellules à potentiel embryogène (données non 

présentées, stage de Master 1 de N. Turnbull (2009)). La méthode utilisée pour traiter ces 

cellules avec les extraits fongiques et en mesurer les effets, a elle aussi fait l’objet d’un travail 

de mise au point (données non présentées, stage de Master 2 de M. Gyomlai (2010)). Ces 

travaux ont été complétés par de nouvelles phases de mise au point qui se sont concrétisées 

par la définition de méthodes de mesure de l’effet d’extraits fongiques sur les cellules. 

Le traitement des cellules en suspension a été réalisé avec deux concentrations d’extraits 

fongiques : 5 et 25 % d’extrait dans le milieu de culture des cellules. Dès les premiers essais, 

les résultats obtenus avec 5 % d’extrait n’ont pas permis d’observer d’effets significatifs en 

comparaison avec la condition 25 % d’extrait (données non présentées). Pour la suite, seuls 

les résultats obtenus avec 25 % seront exposés (sauf lorsque le contraire est précisé). 
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Figure 28 : Corrélation entre le log(I+1) et le log(AUDPC). 
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3.2.2. Résultats des tests in vitro 

3.2.2.1. Aspects macroscopiques 

Effet du filtrat brut 

 

 

a d

b e

c f

Figure 29 : Observations sous loupe binoculaire des suspensions de cellules de carotte après 15 jours de 
traitement avec le filtrat brut. (a) H1 témoin ; (b) H1 bC 25% ; (c) H1 bA 25% ; (d) K3 témoin ; (e) K3 bC 
25% ; (f) K3 bA 25%. bA = filtrat brut d’Alternaria ; bC = filtrat brut obtenu à partir du milieu jus de 
carotte non inoculé. 
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Chez le génotype sensible H1, les cellules montrent un état de plasmolyse lorsqu’elles 

sont traitées avec l’extrait bC (extrait issu du milieu non inoculé) (Fig. 29b). De plus, la 

conversion des cellules en embryons semble avoir un retard par rapport au témoin. 

Concernant les cellules traitées avec l’extrait fongique (bA), l’effet est très marqué, les 

cellules sont très affectées et on observe un grand nombre de débris cellulaires (Fig. 29c). Il y 

a également un fort effet sur la conversion en embryons, où celle-ci semble être fortement 

ralentie, voire inhibée. 

Concernant le génotype résistant K3, l’état des cellules traitées avec l’extrait bA est assez 

proche de l’état des cellules du milieu témoin. De même, la conversion en embryons ne 

semble que peu affectée par le traitement (Fig. 29f). 

Ces tests avec le filtrat brut ont été répétés trois fois, les observations vont toutes dans le 

même sens à savoir : nous observons un effet de l’extrait bC sur le génotype sensible H1, 

mais cet effet est bien plus important avec l’extrait bA ; nous avons donc bien un effet toxique 

de l’extrait fongique sur les cellules du génotype sensible. L’effet mis en évidence ici n’est 

pas observé chez le génotype résistant K3. 

Ce test a été réalisé sur l’ensemble des six génotypes ; les trois autres génotypes résistants 

(Boléro, I2 et H4) ont un comportement comparable à K3 et le deuxième génotype sensible 

(Presto) a répondu de façon similaire à H1. Nous sommes donc capables de différencier un 

génotype sensible d’un génotype résistant sur la base de leur comportement face aux extraits 

bruts du champignon. 

 

 

Effet de la fraction aqueuse 

 

 
 

P

H1

K3

Témoin               aC 5%              aC 25%             aA 5%            aA 25%

Figure 30 : Développement d’embryons à partir des suspensions de Presto (P), H1 et K3 après quatre 
semaines de traitement avec la fraction aqueuse. aA = fraction aqueuse de l’extrait d’Alternaria ; 
aC = fraction aqueuse du milieu jus de carotte non inoculé. 
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Quelle que soit la fraction (aC ou aA) et la concentration utilisée, les génotypes répondent 

de la même façon ; on note, pour un génotype donné par rapport à son témoin, un 

développement d’embryons dans tous les puits de façon similaire (Fig. 30). Par exemple, chez 

le génotype Presto, même s’il forme assez peu d’embryons en conditions normales (cf. 

témoin), on observe un développement d’embryons pour l’ensemble des traitements 

appliqués. Concernant H1 et K3, le développement d’embryons est plus important que chez 

Presto, mais comparable quel que soit le traitement chez ces deux génotypes. 

Cette expérience a été renouvelée deux autres fois et donne à chaque fois la même 

information quel que soit le génotype. L’effet mis en évidence auparavant avec l’extrait brut 

n’est pas retrouvé ici. La cause de l’effet observé avec l’extrait brut ne se retrouve donc pas 

dans la fraction aqueuse de notre extrait fongique. 

 

 

Effet de la fraction organique 

Le génotype sensible H1 mis en contact avec la fraction oA ne forme plus d’embryons et 

les cellules de ce dernier sont abimées (débris cellulaires importants). On observe également 

un effet, mais moins marqué, de la fraction oC par rapport au témoin, de la même manière que 

lors du traitement avec l’extrait bC. En revanche, la conversion en embryons est toujours 

observée chez le génotype K3 quelle que soit la fraction utilisée (Témoin, DMSO, oC ou oA). 

Les résultats obtenus avec la fraction organique sont similaires à ceux mis en évidence avec le 

filtrat brut, sur les six génotypes (photographie des résultats non présentée). 

Cette expérience nous indique que les composés toxiques responsables des effets 

observés avec le filtrat brut se trouvent dans cette fraction organique. 

 

 

Effet du zinniol 

Concernant le zinniol, nous avons observé un effet de celui-ci à la concentration de 

500 µM sur tous les génotypes, y compris K3. Les suspensions traitées subissent à la fois une 

diminution de la division cellulaire et une inhibition de la conversion en embryons (Fig. 31). 

Les autres concentrations (0,025 µM et 10 µM) n’ont quant à elles aucun effet, quel que 

soit le génotype (Fig. 31). 
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Synthèse des résultats 

L’ensemble des observations sur la division cellulaire et le développement d’embryons 

somatiques est résumé dans le tableau ci-dessous (Tab. VI). D’un point de vue général, une 

variabilité dans la propension à former des embryons somatiques (cf. témoins) existe entre les 

six génotypes. Mais, malgré cette variabilité, on remarque que, selon le génotype, cette 

propension est plus ou moins affectée par les traitements appliqués. Il existe donc une 

variabilité des génotypes dans leur réaction face à ces traitements. 

Le filtrat brut bA affecte particulièrement les génotypes H1 et Presto qui, comme nous 

l’avons montré dans le paragraphe 3.1., sont les deux génotypes les plus sensibles à A. dauci. 

Les génotypes définis comme résistants par les données phénotypiques sur plante entière, sont 

ici capables de former des embryons malgré la présence d’extrait fongique. Notons également 

le comportement intermédiaire de H4 qui ne forme pas d’embryons, mais dont les cellules 

restent viables et continuent de se diviser ; face au champignon, ce génotype a également un 

niveau de résistance intermédiaire au niveau de la plante entière. 

Suite au traitement des cellules des six génotypes avec la fraction aqueuse aA, on ne 

retrouve pas l’effet observé avec le filtrat brut ; l’ensemble des génotypes est capable de 

former des embryons même en contact avec des composés d’origine fongique présents dans la 

fraction aqueuse. Le ou les composés responsables du phénomène observé avec le filtrat brut 

ne sont donc pas présents dans la fraction aqueuse de l’extrait d’A. dauci. 

K3

B

I2 

H1

Témoin              DMSO            0,025 µM           10 µM              500 µM

Zinniol

Figure 31 : Développement d’embryons à partir des suspensions cellulaires après trois semaines de 
traitement avec différentes concentrations de zinniol. DMSO = milieu Gamborg additionné de 0,1 % de 
DMSO. 
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L’application de la fraction organique oA provoque les mêmes effets que le filtrat brut. 

Les génotypes sensibles au filtrat brut, le sont également à la fraction organique. On observe 

également que les génotypes formant des embryons malgré le traitement avec le filtrat brut, 

forment également des embryons en présence de la fraction organique. On observe donc le 

même différentiel de résistance à des composés fongiques entre le traitement avec le filtrat 

brut et le traitement avec la fraction organique. Le ou les éléments responsables des effets 

observés sont donc présents dans cette fraction. 

Concernant le zinniol, aux concentrations de 0,025 µM et de 10 µM, il n’y a pas d’effet 

observé quel que soit le génotype. En revanche, à 500 µM, tous les génotypes sont affectés 

dans la division cellulaire et la conversion en embryons ; chez I2 et K3, de rares embryons 

parviennent parfois à se développer suite au traitement. 

 

 
 Traitement 

Génotype 
Témoin Filtrat brut 

Fraction 

aqueuse 

Fraction 

organique 
Zinniol 

T- DMSO bA bC aA aC oA oC 0,025µM 10µM 500µM 

Boléro            

Div + + - + + + + + + + - 

Conv ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ - 

H1            

Div ++ ++ - + ++ ++ - + ++ ++ - 

Conv ++ + - + ++ ++ - + + + - 

H4            

Div + + + + + + - + + + - 

Conv + + - + + + - + + -/+ - 

I2            

Div +++ +++ ++ ++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ - 

Conv +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ + 

K3            

Div ++ ++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ - 

Conv ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ -/+ 

Presto            

Div + + - - + + - + + + - 

Conv + + - + + + - + + + - 

Div : division cellulaire 

Conv : formation d’embryons 

- : absente ; + : faible ; ++ : moyenne ; +++ : importante 

 

 

3.2.2.2. Aspects microscopiques 

Dans le but de quantifier l’effet des fractions sur les cellules, nous avons tout d’abord 

Tableau VI : Synthèse des observations macroscopiques des suspensions cellulaires traitées avec les 
différentes fractions fongiques et le zinniol. 
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utilisé une coloration des cellules au Bleu Evans (Fig. 32a). Ce test, réalisé sur une cellule de 

Malassez, devait nous permettre de réaliser des comptages en distinguant les cellules vivantes 

des cellules mortes et ainsi obtenir un ratio. Mais cette démarche s’est révélée très 

chronophage et a posé quelques problèmes, notamment une variation importante des 

comptages d’un échantillon à l’autre due à une hétérogénéité de la répartition des cellules 

dans une même suspension. De plus, les cellules embryogènes ont tendance à sédimenter très 

vite. Ce test de viabilité donne une tendance, mais trop d’erreurs expérimentales rendent les 

résultats non significatifs. 

L’utilisation de la FDA (fluorescéine diacétate) permet également de distinguer les 

cellules vivantes des cellules mortes (Fig. 32b). Ces observations donnent une indication sur 

l’activité métabolique générale d’une suspension cellulaire, mais un comptage précis n’a pas 

pu être réalisé pour les mêmes raisons que précédemment. 

Les premières observations de cellules colorées au DAPI n'ont pas permis de différencier 

les cellules endommagées de celles en bon état et aucun différentiel n’a été observé. 

 

 
 

 

3.2.2.3. Aspect biochimique 

Nous avons, dans un premier temps, mis au point une procédure d’extraction et de 

quantification de l’activité enzymatique intracellulaire des cellules de carotte dans nos 

conditions de travail en se basant sur les protocoles de Steward et al. (1999) et de Vitecek et 

al. (2007). Les premiers essais ont été marqués par plusieurs difficultés d’ordre technique. 

Tout d’abord nous travaillons sur de faibles quantités (1 mL de suspension cellulaire). Ceci ne 

nous a pas permis d’effectuer une extraction comme décrit dans la littérature. Nous avons 

donc adapté une méthode utilisant un broyage à l’aide de billes, de sable de Fontainebleau et 

d’azote liquide (cf. §2. Matériels et méthodes). L’extraction a également été optimisée en 

ajustant les volumes des différents tampons à nos conditions, c'est-à-dire obtenir un extrait 

suffisamment concentré mais permettant d’effectuer trois lectures de l’activité enzymatique et 

a b c

Figure 32 : Cellules colorées avec (a) Bleu Evans, (b) FDA (fluorescéine diacétate), (c) DAPI. Les cellules 
vivantes apparaissent blanches à bleu clair avec le Bleu Evans. L’intensité de la fluorescence verte traduit 
une hydrolyse de la FDA et donc une activité enzymatique de la cellule. Le DAPI se fixe sur l’ADN et révèle 
l’état des noyaux. 
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trois lectures de la quantité de protéines. 

Autre verrou technique auquel nous avons dû répondre, au vu du nombre d’échantillons 

et du volume de nos extraits, il n’a pas été possible de faire l’ensemble des mesures comme 

décrit dans la littérature, c'est-à-dire en utilisant des cuvettes et un fluorimètre classique. Pour 

parer à cela, nous avons développé une méthode utilisant un fluorimètre à plaque. De plus, cet 

appareil nous a permis d’effectuer des mesures tout au long de la réaction (mesures en 

cinétique) pour l’ensemble des échantillons, contrairement aux cuvettes où la lecture se fait en 

point final. Nous avons pu tirer un avantage de ce mode cinétique lors du calcul de la vitesse 

de réaction. 

 

 

Établissement des courbes étalons 

Les gammes étalons de fluorescéine et de BSA, permettent respectivement de calculer la 

concentration de fluorescéine formée lors de la réaction enzymatique et la quantité de 

protéines contenue dans nos échantillons (cf. Annexe 2). 

 

 

Activité enzymatique spécifique 

L’activité enzymatique spécifique a été calculée pour chaque échantillon (tableau de 

données non présenté). Cette activité spécifique nous a permis de calculer un effet de l’extrait 

fongique ou de la concentration de zinniol appliqué (Fig. 33). 

Concernant le génotype K3, on observe un effet significatif par rapport à l’activité 

enzymatique du témoin lors du traitement des cellules avec les extraits aA et oA. Cet effet 

consiste en une augmentation de l’activité enzymatique des cellules traitées avec ces fractions. 

On peut également noter la tendance d’un effet stimulateur de bA et du zinniol à 500 µM sur 

l’activité enzymatique, mais de façon non significative par rapport au témoin. 

Avec le génotype I2 l’effet stimulateur est encore plus important (jusqu’à +55 % 

d’activité) avec les fractions bA, aA, oA et le zinniol à 500 µM. La fraction aC, le zinniol à 

0,025 µM, le zinniol à 10 µM et le DMSO ne se distinguent pas du témoin. 

Cette stimulation de l’activité enzymatique par les fractions bA, oA et le zinniol à 

500 µM s’observe également de façon significative chez le génotype Boléro. De même, il n’y 

a pas d’effet des fractions bC, aC et oC, ni du DMSO par rapport au témoin. 

En revanche, chez le génotype H1, la tendance est inverse, à savoir une diminution de 

l’activité enzymatique suite aux traitements. Cette diminution est significative avec les 

fractions bA, aA et oA, ainsi qu’avec les trois concentrations de zinniol. On observe 

également un effet significatif de aC et de oC par rapport au témoin, mais cet effet est non 

significatif si on le compare avec la fraction bC et le DMSO. 

Concernant le génotype H4, il n’y a pas d’effet significatif des fractions bC, bA, aC et aA 

ainsi que du zinniol à 0,025 µM et 500 µM. A contrario, les fractions oC et oA déclenchent 

une stimulation importante de l’activité, respectivement +70 % et +80 %. On peut également 
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noter un effet significatif du DMSO montrant une stimulation de l’activité enzymatique sur ce 

génotype. En ce qui concerne Presto, aucun traitement n’a d’effet significatif par rapport au 

témoin. 
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Figure 33 : Effet des extraits fongiques sur l’activité enzymatique spécifique des six génotypes, calculé par 
rapport aux témoins en base 0. Les barres d’erreur représentent les erreurs types. Les traitements possédant 
la même lettre ne sont pas significativement différents (comparaison multiple avec le test LSD). T : témoin ; 
DMSO : milieu Gamborg additionné de 0,1 % de DMSO ; bC : filtrat brut obtenu à partir du milieu jus de 
carotte non inoculé ; bA = filtrat brut d’Alternaria ; aC = fraction aqueuse du milieu jus de carotte non 
inoculé ; aA = fraction aqueuse de l’extrait d’Alternaria ; oC = fraction organique du milieu jus de carotte 
non inoculé ; oA = fraction organique de l’extrait d’Alternaria ; z0,025 : zinniol à 0,025 µM ; z10 : zinniol 
à10 µM ; z500 : zinniol à 500 µM. 
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3.3. Dosage du zinniol 

3.3.1. Stabilité du zinniol 

En parallèle de la mise au point du test avec les suspensions cellulaires, nous avons étudié 

la stabilité chimique du zinniol. En effet, lors de la mise au point de la synthèse de ce dernier, 

les chercheurs du laboratoire SONAS, se sont rendus compte que dans certaines conditions 

(en présence de solvant acide notamment) le composé était rapidement dégradé. Le zinniol est 

synthétisé dans le chloroforme deutéré4 (CDCl3). Ce solvant organique est connu pour 

dégager des traces de HCl et donc augmenter l’acidité du milieu (J.J. Helesbeux, com. pers.). 

Par ailleurs, le milieu de culture utilisé pour nos cellules possédant un pH de 5,8 pourrait 

contribuer à la dégradation du zinniol. Nous avons effectué un test de stabilité du zinniol en 

fonction du temps en incluant une quantité connue de zinniol (1 mg.mL-1) dans le milieu 

Gamborg : les résultats montrent que la teneur en zinniol ne varie pas de façon significative 

(Fig. 34). Le zinniol est donc stable sur la durée considérée dans nos conditions de culture. 

 

 
 

Les chromatogrammes obtenus par analyse des différents prélèvements faits au cours de 

cette étude de stabilité présentent un profil identique. Les résultats montrent une certaine 

homogénéité. Cela traduit une stabilité du zinniol satisfaisante pour la réalisation des 

traitements en CIV. 

 

 

3.3.2. Dosage du zinniol dans les extraits fongiques 

Un dosage du zinniol a été effectué sur un échantillon de fraction organique (Fig. 35). 

Dans nos conditions d’analyse CLHP, il n’a pas été possible de détecter ce composé dans nos 

extraits. Le seuil de détection a été déterminé à 0.025 µM. Nos extraits ne contiennent pas de 

zinniol au-delà du seuil de détection. Par ailleurs, suite à une collaboration entre le SONAS et 

                                                 
4 Composé chimique dans lequel l'atome d'hydrogène H est remplacé par un atome de deutérium D, un isotope 
stable de l'hydrogène, utilisé en spectroscopie RMN des molécules organiques. 
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Figure 34 : Mesure de la stabilité du zinniol dans le milieu de culture Gamborg (pH 5,8) en fonction du 
temps par analyse CLHP. L’aire sous le pic correspondant au zinniol a été calculée. 
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Luis Manuel Peña-Rodríguez, chercheur au Centro de Investigación Científica de Yucatán 

(Mexique), des extraits ont été produits à partir de la souche P2 d’Alternaria dauci mais dans 

des conditions de culture différentes de celles que nous avons utilisées (culture sans agitation 

notamment). Ces extraits comportent une quantité aisément détectable de zinniol (J.J. 

Helesbeux, com. pers.). 
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Figure 35 : Chromatogramme d’un extrait organique oA additionné de zinniol pur (a), et du même extrait 
seul (b). Au temps de rétention attendu (RT = 20,352 min), il n’y a pas de zinniol détecté dans l’échantillon 
oA.  
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4. Discussion 

Ce chapitre avait pour but de vérifier l’hypothèse d’un lien entre la résistance de plantes 

entières face au champignon et la résistance des cellules végétales face à des composés 

toxiques produits par le champignon. La première partie des résultats, à l’échelle de la plante 

entière, indiquent que les six génotypes utilisés dans cette étude possèdent un différentiel de 

résistance face au champignon. En effet, ces six génotypes peuvent être distingués de façon 

significative en quatre classes de résistance lorsque l’on s’intéresse au nombre de symptômes 

et en trois classes si l’on regarde la biomasse fongique. Si l’on compare ces deux méthodes, 

on s’aperçoit que malgré la bonne corrélation qui existe entre elles (Fig. 28), le classement de 

certains génotypes est différent en fonction de ces deux méthodes. Ceci est notamment vrai 

pour les génotypes sensibles H1 et Presto où, du point de vue du nombre de symptômes, H1 

est le génotype le plus sensible, alors que du point de vue de la biomasse fongique, Presto est 

plus atteint. Le même type d’observation peut être fait avec les génotypes partiellement 

résistants I2 et H4, bien que les différences ne soient pas significatives entre génotypes : I2 

semble présenter moins de symptômes que H4, en revanche I2 est supérieur à H4 du point de 

vue de la biomasse fongique (Fig. 28). Cette observation est à rapprocher de ce que nous 

avions mis en évidence précédemment avec les variétés Boléro et Texto (Boedo et al., 2010), 

à savoir qu’il existe des mécanismes de résistance partielle différents que l’on peut mettre en 

évidence selon la méthode d’évaluation utilisée, en l’occurrence les notations visuelles de la 

maladie ou la quantification de la biomasse du champignon. 

Dans une seconde approche, nous avons réalisé des observations macroscopiques de 

développement d’embryons somatiques dans des suspensions cellulaires mises en contact 

avec des extraits de culture fongique ou en présence de différentes concentrations de zinniol. 

Nous pouvons établir un classement des génotypes en fonction de leur sensibilité aux extraits 

fongiques ou au zinniol (Tab. VII). Ce classement n’est pas obtenu à partir d’un modèle 

statistique, mais à partir de la synthèse des résultats présentés dans le Tableau VI. Avec le 

filtrat brut (bA), le génotype H1 est le plus sensible, viennent ensuite Presto, H4, Boléro, I2 et 

K3. Boléro, I2 et K3 sont les seuls génotypes capables de former des embryons somatiques en 

présence de l’extrait fongique. Lors du traitement avec la fraction aqueuse (aA), il n’a pas été 
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possible de distinguer les génotypes selon leur sensibilité. Signalons tout de même le fait que 

la division cellulaire a été légèrement stimulée chez le génotype K3 suite à l’application de cet 

extrait. L’application de la fraction organique (oA) permet d’établir le même classement des 

génotypes que celui obtenu après l’application du filtrat brut. H1, Presto et H4 sont les 

génotypes les plus sensibles à cet extrait fongique, Boléro a plutôt un comportement 

intermédiaire, alors que K3 et I2 sont les plus résistants. Concernant le zinniol, les deux 

concentrations les plus faibles (0,025 µM et 10 µM) ne permettent pas de distinguer les 

génotypes. En revanche, avec la concentration de 500 µM, I2 et K3 sont tous deux capables 

de former quelques embryons, alors que les quatre autres génotypes en sont incapables et ne 

se différencient pas entre eux sur ce point. 

 

 
    Zinniol 

Sensibilité bA aA oA 0,025 µM 10 µM 500 µM 

 H1 H1 H1 H1 H1 H1 

Presto Presto Presto Presto Presto Presto 

H4 H4 H4 H4 H4 H4 

Boléro Boléro Boléro Boléro Boléro Boléro 

I2 I2 I2 I2 I2 I2 

K3 K3 K3 K3 K3 K3 

 

 

En conclusion, nous avons mis en évidence l’incapacité de certains génotypes à former 

des embryons somatiques en présence d’extrait fongique, il existe donc un fort effet de ces 

extraits sur la physiologie des cellules. La production d’embryons somatiques chez les 

génotypes de carotte en présence de fractions toxiques du champignon pourrait être utilisée 

comme marqueur de la résistance à A. dauci, en utilisant le filtrat brut d’A. dauci ou la 

fraction organique. Nous n’avons pas observé d’effet du zinniol à la concentration 

physiologique de 10 µM (Qui et al., 2010) ou à une concentration 400 fois inférieure 

(0,025 µM). Par ailleurs, dans des extraits organiques produits dans des conditions de culture 

non agitées du champignon (cultures en bioréacteur), une concentration en zinniol de 10 µM a 

été détectée (L. Peña-Rodrigues, com. pers.). En revanche, le zinniol n’a pas été détecté dans 

nos extraits fongiques, produits à partir de cultures agitées du champignon. Les fractions 

brutes et organiques ayant un effet significatif sur le développement des cultures cellulaires 

(division, conversion en embryons) dans nos expériences, ce n’est donc pas le zinniol qui est 

responsable du phénomène que l’on observe. D’après nos résultats, seule la très forte 

concentration de zinniol utilisée (500 µM) a permis de montrer un différentiel entre les 

génotypes. Cette concentration de 500 µM en zinniol a été utilisée par Qui et al. (2010) et a 

permis de montrer un effet dépressif sur des cultures cellulaires de la rose d’Inde (Tagetes 

Tableau VII : Classement des génotypes en fonction de leur sensibilité aux extraits fongiques et au zinniol. 
bA = filtrat brut d’Alternaria ; aA = fraction aqueuse de l’extrait d’Alternaria ; oA = fraction organique de 
l’extrait d’Alternaria. Les accolades regroupent les génotypes dont le comportement n’est pas différent. 
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erecta). 

Les données sur l’embryogénèse somatique sont basées sur des observations visuelles 

mais ne permettent pas une approche quantitative des phénomènes de résistance partielle. 

Dans le but de mettre au point un test quantitatif, les premières observations de cellules 

colorées au DAPI n'ont pas permis de différencier les cellules endommagées de celles en bon 

état. Nos résultats différent des travaux de Qui et al. (2010) : ceux-ci montrent que les cellules 

de Tagetes erecta endommagées suite à un traitement de 48h avec la phase organique issue 

d’une culture d’Alternaria tagetica, présentent une migration des noyaux vers la périphérie, 

ainsi qu’une condensation de la chromatine. Une autre méthode permettant une quantification 

de l’effet toxique des fractions brutes et organiques a donc été mise au point. 

Nous avons développé un test de dosage de l’activité enzymatique cellulaire. Le test de 

viabilité cellulaire basé sur l’utilisation de la fluorescéine diacétate (FDA) est utilisé pour 

évaluer l’effet toxique du cuivre chez des microalgues marines (Blanchette, 2006) ou pour 

évaluer l’activité de microorganismes dans le sol (Green et al., 2006). Ce test de viabilité a 

également été utilisé sur des suspensions cellulaires de plantes supérieures (Steward et al., 

1999 ; Vitecek et al., 2007). Il nous semblait donc adapté à notre problématique. Le principe 

de cette méthode est que l’activité enzymatique globale d’une culture est corrélée à l’état 

physiologique et à la viabilité des cellules de cette culture. L’utilisation de la FDA permet de 

détecter l’activité des estérases intracellulaires. À partir des travaux de Vitecek et al. (2007), 

nous avons optimisé ce protocole et nous l’avons adapté à la faible quantité de matériel 

végétal de départ et au grand nombre de manipulations à effectuer : les travaux ont été menés 

sur six génotypes ayant un niveau de résistance au champignon différent. Ce test de viabilité 

est relativement lourd à mettre en œuvre, mais permet une comparaison quantitative des 

échantillons : ainsi le test FDA a-t-il permis de différencier nettement les génotypes 

partiellement résistants K3, I2 et Boléro du génotype sensible H1. Le génotype H4 présente 

un profil de réponse intermédiaire et les données obtenues avec Presto ne sont pas 

exploitables en l’état. En réponse à l’application de la fraction brute d’A. dauci (bA), il est 

possible de distinguer les génotypes I2 et K3 par une activité métabolique plus importante 

chez I2 (Fig. 33). Cette observation va dans le sens de l’existence d’une diversité des modes 

de résistance partielle chez les génotypes étudiés. La résistance de la carotte à A. dauci est au 

moins due en partie à une résistance aux toxines du champignon. Le génotype K3 est 

cependant le plus résistant des génotypes sur la base des notations visuelles sur plante entière 

(Fig. 26). D’autres mécanismes que ceux impliqués dans la résistance aux toxines semblent 

donc exister. Des mécanismes impliquant les voies de défense liées aux régulateurs 

hormonaux pourraient intervenir, et en particulier, dans le cas d’un champignon nécrotrophe, 

celle liée aux gènes de la voie de l’acide jasmonique. Nous allons étudier cette voie dans le 

chapitre suivant. 
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Chapitre IV :   

Polymorphisme et niveau d’expression de gènes liés à la 

voie de l’acide jasmonique 
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1. Introduction 

Pour se défendre des infections d’entités pathogènes, les plantes disposent d’une grande 

variété de mécanismes de défense. Certains sont constitutifs, d’autres sont induits suite à des 

stress biotiques ou abiotiques. Ces mécanismes de défense se mettent en place suite à la 

perception par la plante d’une attaque exogène. Celle-ci résulte en une cascade de 

signalisations intracellulaires aboutissant à l’induction des effecteurs de la défense. 

Différentes voies de signalisation sont impliquées selon la nature de l’attaque et les 

caractéristiques trophiques du parasite (Glazebrook, 2005). 

Il existe chez les plantes trois voies principales de défense : la voie de l’acide salicylique, 

la voie de l’acide jasmonique et la voie de l’éthylène. Elles correspondent à des cascades 

d’induction qui n’activent pas les mêmes gènes de défense (Spoel et al., 2003) et peuvent agir 

soit en synergie, soit de façon antagoniste. Comme nous l’avons décrit dans la synthèse 

bibliographique, de façon simplifiée, la voie de l’acide salicylique intervient dans la réponse 

liée à l’attaque par un agent pathogène biotrophe en déclenchant des réponses hypersensibles 

(HR), ainsi que la propagation d’un signal de défense dans toute la plante : la résistance 

systémique acquise (SAR). Les voies de l’éthylène et du jasmonate sont, quant à elles, 

déclenchées dans le cadre de réponses à l’attaque par un agent pathogène nécrotrophe ou à 

une blessure. L’éthylène intervient également dans la réponse à des stress d’origine abiotique. 

Compte-tenu du caractère polygénique de la résistance de la carotte face à A. dauci, notre 

hypothèse de départ est que la variation de sensibilité observée entre différentes variétés n’est 

pas due à la présence/absence de gène(s) majeur(s) de résistance. Cette variation du degré de 

sensibilité/résistance serait plutôt le résultat phénotypique d’un polymorphisme de séquences 

de certains gènes de défense ou bien d’une variation du niveau d’expression de ces gènes 

entre variétés sensibles et résistantes. Le pathogène étudié étant nécrotrophe, le travail de 

recherche s’est principalement orienté vers la voie de l’acide jasmonique et des gènes de 

défense qu’elle est susceptible d’induire chez la carotte en réaction à A. dauci. Le but est 

d’améliorer les connaissances concernant les gènes effecteurs de la résistance aux pathogènes 

nécrotrophes et plus précisément à ceux induits chez la carotte en réponse à l’attaque par A. 

dauci. 
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Dans ce contexte, nous nous sommes interrogés sur les points suivants : d’après la 

bibliographie, quels sont les gènes effecteurs qui pourraient être impliqués dans la résistance 

partielle à A. dauci ? Comment obtenir les séquences de ces gènes chez la carotte ? Existe-t-il 

des différences de séquences dans ces gènes entre les génotypes sensibles et partiellement 

résistants, et si oui ce polymorphisme de séquences peut-il expliquer, au moins en partie, la 

résistance à A. dauci ? Quels sont les profils d’expression de ces gènes en situation d’infection 

par le champignon ? 

Afin de répondre à ces questions, la démarche expérimentale s’est appuyée sur une 

stratégie gène candidat : la littérature a permis d’identifier des gènes induits lors d’une attaque 

pathogène chez plusieurs espèces végétales. La conception d’amorces dégénérées à partir de 

l’alignement de séquences homologues a été la base du travail de clonage et de séquençage 

des gènes candidats. Le polymorphisme des séquences obtenues a été analysé chez les six 

génotypes de carotte correspondant à différents degrés de sensibilité/résistance à A. dauci. 

Enfin le niveau d’expression de quelques gènes candidats sélectionnés a été mesuré chez les 

différents génotypes, suite à une attaque due au champignon. 

Ce chapitre n’est que préliminaire, l’acquisition de données supplémentaires est 

nécessaire afin de construire un article relatif à cette partie. En revanche un ‘Extended 

abstract’ a été publié suite à la présentation de notre démarche lors d’un colloque (Lecomte et 

al., 2011 ; Annexe 10). 
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2. Matériel et méthodes 

2.1. Matériel biologique 

Pour ce chapitre, nous avons utilisé le même matériel biologique que précédemment (cf. 

Chapitre III), à savoir les génotypes de carotte K3, I2, H4, H1, Presto et Boléro et la souche 

P2 (FRA017) d’A. dauci. 

 

 

2.2. Extraction des acides nucléiques 

2.2.1. Extraction d’ADN 

Les extractions d’ADN des six génotypes de carotte utilisés ont été réalisées à partir de 

plantes cultivées en serre, issues de la même culture que celle ayant servi à l’obtention des 

génotypes en culture in vitro (cf. Chapitre III § 2.4.1.). Les feuilles les plus jeunes de ces 

plantes ont été récoltées, puis 5 g de limbes ont été broyés avec de l’azote liquide au mortier 

puis stockés dans un tube de 50 mL à -80 °C. 

Le protocole d’extraction des ADN est inspiré des travaux de Hoisington et al. (1994). 

Aux 5 g de feuilles réduites en poudre, ont été ajoutés 27 mL de tampon d’extraction (Tris 

HCl 0,1 M pH 7,5, NaCl 0,7 M, EDTA 50 mM pH 8, CTAB 10 g.L-1, sulfite de sodium 

2,5 g.L-1). Après 90 min d’incubation à 65 °C au bain-marie avec agitation, 13 mL de mélange 

chloroforme-alcool isoamylique (24:1) ont été ajoutés. Une centrifugation à 1 500 g durant 

10 min à température ambiante a été effectuée et le surnageant a été récupéré. L’ajout de 

chloroforme-alcool isoamylique (24:1) et la centrifugation ont été réalisés une seconde fois de 

manière identique. Le surnageant a été récupéré puis traité avec de la RNAse T1 (2,5 U) 

pendant 30 min à 37 °C. 

L’ADN a été précipité par ajout de 18 mL (0,6 vol.) d’isopropanol. Une pelote d’ADN a 
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été formée puis récupérée à l’aide d’une pipette Pasteur étirée en forme de crochet. La pelote 

a ensuite été plongée pendant 20 min dans un tube contenant 1 mL de solution de lavage 1 

(éthanol 80%, acétate de sodium 0,2 M) puis quelques secondes dans un second tube 

contenant 1 mL de solution de lavage 2 (éthanol 80%, acétate d’ammonium 10 mM). 

Finalement, la pelote d’ADN a été séchée délicatement à l’aide d’un papier absorbant 

(KimWipes, Kimberly-Clark) et reprise dans 500 µL de tampon TE (1X, pH 8). La 

concentration des extraits d’ADN a été mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre (NanoDrop® 

ND-1000, Nyxor Biotech) puis ajustée à 100 ng.µL-1 avec de l’eau ultra-pure stérile. 

L’ensemble des échantillons a été conservé à -20 °C. 

 

 

2.2.2. Extraction d’ARN 

Pour chacun des six génotypes étudiés et pour une modalité (plante inoculée ou non, 

prélèvement à différents temps après inoculation), la feuille F3 d’une plante, constituant un 

échantillon, a été prélevée en serre, placée dans un tube de 15 mL et plongée immédiatement 

dans de l’azote liquide. Chaque feuille a ensuite été broyée grossièrement à l’aide d’une tige 

en verre et la poudre ainsi obtenue répartie dans deux tubes Eppendorf de 2 mL (≈ 100 mg de 

poudre par tube) stockés à -80 °C. Pour la suite, un seul des deux tubes a été utilisé. 

Les extractions ont été réalisées en utilisant le kit NucleoSpin® RNA Plant (Macherey-

Nagel). Les échantillons, auxquels une pointe de spatule de polyvinylpyrrolidone (PVP40, 

Sigma-Aldrich) a été ajoutée, ont été broyés avec de l’azote liquide à l’aide d’un broyeur à 

bille. La poudre ainsi obtenue a été homogénéisée avec le tampon RA1 additionné de β-

mercaptoéthanol selon les indications fournies par le fabricant. Après filtration au travers du 

filtre fourni dans le kit, de l’éthanol 70 % a été ajouté à l’extrait puis le tout a été chargé sur la 

colonne également fournie dans le kit d’extraction. Une centrifugation a permis d’éliminer le 

surnageant, puis les acides nucléiques retenus sur la colonne ont été traités avec de la DNase. 

Après plusieurs lavages, la colonne a été séchée par centrifugation puis les ARN ont 

finalement été élués en utilisant 40 µL d’eau RNase-free ; l’éluat a été déposé une deuxième 

fois sur la colonne. Les ARN ont ensuite été dosés à l’aide d’un spectrophotomètre 

(NanoDrop® ND-1000, Nyxor Biotech) puis les concentrations ont été ajustées à 50 ng.µL-1 

avec de l’eau RNase-free. L’ensemble des échantillons a été conservé à -80 °C. 

 

 

2.3. Mise en évidence de gènes candidats 

2.3.1. Recherche bibliographique des gènes candidats et alignements 

Les gènes candidats ont été identifiés à partir de différentes publications scientifiques 

traitant de la résistance face aux agents pathogènes nécrotrophes et plus particulièrement de la 
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voie de biosynthèse de l’acide jasmonique, de la voie de signalisation liées à l’acide 

jasmonique et des gènes de défense associés (Tab. VIII). La séquence de ces gènes a été 

recherchée dans les bases de données nucléotidiques. 

Toutes les séquences homologues disponibles dans les bases de données ont également 

été recherchées. Ainsi, pour chaque gène candidat, des alignements de séquences protéiques 

provenant de différentes espèces végétales dont A. thaliana ou d’espèces cultivées comme le 

riz, le peuplier, le soja, le tournesol ou le tabac, ont été réalisés à l’aide du logiciel 

d’alignements multiples ClustalW. Dans ces séquences, des zones conservées, c’est-à-dire 

présentant de fortes homologies de séquence protéique entre les différentes espèces ont été 

identifiées. 

 

 
Nom du gène candidat Fonction de la protéine Références bibliographiques 

Voie de défense liée au SA 

PR-1 Inconnue Mitsuhara et al., 2008 ; Thomma 

et al., 2001 

Voie de défense liée à l’éthylène 

ERF 2 

Facteur de réponse à l'éthylène 2 

Facteur de transcription Brown et al., 2003 ; Fujimoto et 

al., 2000 ; Yamamoto et al., 1999 

Voie de défense liée au JA 

CHI-B 

Chitinase B 

Chitinase Samac et al., 1990 

PR-4, HEL 

Protéine Hevein Like 

Chitinase - Enzyme antifongique Ferreira et al., 2007 ; Reymond et 

Farmer, 1998 

PR-5 

Protéine Thaumatin Like 

Osmotine, Protéine antifongique Ferreira et al., 2007 ; Liu et al., 

2010 

PR-12, PDF1.2 

Défensine 

Protéine antifongique Brown et al., 2003 ; Penninckx et 

al., 1998 ; Zarei et al., 2011 

PR-13, Thi2.1 

Thionine 

Perturbation de la perméabilité 

membranaire 

Epple et al., 1995 

Voie de biosynthèse du JA 

LOX 2 

Lipoxygénase membranaire 

Oxygénation de l'acide linolénique Bell et al., 1995 ; Jensen et al., 

2002 

AOS 

Allene oxide synthase 

Déshydratation des 

hydropéroxydes 

Seo et al., 2001a 

AOC 

Allene oxide cyclase 

Isomérisation des époxydes Sasaki et al., 2001 ; Stenzel et al., 

2003 ; Ziegler et al., 2000 

JMT 

Méthyl Jasmonate Transférase 

Méthylation du JA Seo et al., 2001a ; Staswick et 

Tiryaki, 2004 

 

 

 

Tableau VIII : Présentation des gènes candidats et de leur fonction. SA : acide salicylique ; JA : acide 
jasmonique. 
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Voie de transduction du signal JA 

COI1 

Protéine F-box, coronatine-

insensitive 1 

Dégradation du répresseur JAZ 3 Feys et al., 1994 ; Li et al., 2004b ; 

Xie et al., 1998 

MPK 4 

MAP Kinase 4 

Régulateur positif de la réponse 

au JA  

Brodersen et al., 2006 ; Innes, 

2001 ; Lorenzo et Solano, 2005 

JAR1 

JA-amino synthase 

Synthèse du jasmonoyl-isoleucine 

(JA-Ile) 

Staswick et al., 1998 

JAZ 3 

Jasmonate ZIM-domain 

Répresseur de facteur de 

transcription  

Browse, 2009 ; Santner et Estelle, 

2007 

MYC2 Facteur de transcription Chini et al., 2007 ; Lorenzo et al., 

2004 ; Niu et al., 2011 

NINJA 

Novel Interactor of JAZ 

Co-represseur lié à JAZ 3  Pauwels et al., 2010 

Autres gènes 

PAL 

Phénylalanine ammonia lyase 

Voie de biosynthèse de 

phytoalexines 

Zhu et al., 1995 

GLP 

Protéine Germin-Like 

Activité superoxide dismutase Zimmermann et al., 2006 

 

 

 

2.3.2. Conception des amorces 

Des amorces oligonucléotidiques ont été conçues à partir des zones conservées 

identifiées. Étant donné la redondance du code génétique (un acide aminé est codé par 

plusieurs triplets de nucléotides), les amorces conçues sont dégénérées c'est-à-dire que pour 

une séquence protéique donnée, il existe plusieurs séquences nucléotidiques possibles (cf. 

Annexe 3). Les zones conservées contenant des acides aminés à forte redondance comme la 

sérine (S), la leucine (L) et l’arginine (R) ont été évitées tant que possible. 

Différents critères ont été pris en compte dans la conception de ces amorces. Tout d’abord 

nous avons sélectionné des régions conservées espacées d’au moins 150 paires de bases (50 

acides aminés), mais pas plus de 1,5 kb. De plus, l’hybridation des amorces devait être aussi 

spécifique que possible ; nous avons donc joué sur la longueur des amorces (supérieure ou 

égale à 20 pb) et leurs taux de dégénérescence (taux inférieur à 100) tout en veillant à ce que 

les températures d’hybridation des amorces reverse et forward soient du même ordre de 

grandeur (55 °C<Tm<65 °C). 

Afin de diminuer la dégénérescence, qui correspond au nombre des différentes séquences 

possibles, nous avons utilisé, dans la séquence des amorces, des bases inosine capables de 

remplacer à la fois les bases A, T, G et C. Lorsque la dégénérescence restait malgré tout trop 

élevée, plusieurs amorces ont été conçues au niveau d’un même site. Les séquences des 

amorces dégénérées utilisées sont présentées dans l’Annexe 4. 
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2.3.3. Amplification par PCR des gènes candidats 

Pour l’amplification des gènes candidats par PCR via l’utilisation d’amorces dégénérées, 

nous avons utilisé comme matrice l’extrait d’ADNg du génotype Presto. Les réactions PCR 

ont été réalisées avec 100 ng d’ADN dans 25 µL de milieu réactionnel comprenant 2 mM de 

MgCl2, le tampon DNA polymérase (Uptitherm, Interchim) à la concentration 1X, 0,25 mM 

de dNTP, 0,15 U de Taq polymérase (Uptitherm, Interchim), 16 µM d’amorce forward, 16 µM 

d’amorce reverse et de l’eau milli-Q q.s.p. 25 µL. 

L’utilisation d’oligonucléotides dégénérés nécessite souvent une phase d’optimisation des 

conditions de PCR. Dans un premier temps, des PCR standards ont été réalisées avec le 

programme suivant : dénaturation à 94 °C pendant 2 min, puis 30 cycles comprenant chacun 

la séquence suivante : 30 s de dénaturation à 94 °C, 30 s d’hybridation à 55 °C, 1 min 

d’élongation à 72 °C, une étape d’élongation finale à 72 °C pendant 5 min, et enfin 10 min à 

4°C. Pour certains gènes candidats, lorsque qu’un produit d’amplification spécifique n’a pu 

être obtenu avec la méthode précédente, différentes quantités d’ADN et d’amorces ont été 

testées avec le même programme d’amplification. 

Dans certains cas, d’autres conditions d’amplification ont été utilisées de façon à jouer 

sur les spécificités d’hybridation. Ainsi des PCR ont été réalisées avec un gradient de 

température où les couples d’amorces sont soumis à différentes températures d’hybridation 

variant de 50 à 58 °C. Pour ces amplifications avec gradient de température, le programme 

PCR utilisé a été le suivant : dénaturation à 94 °C pendant 2 min, puis 30 cycles comprenant 

chacun la séquence suivante : 30 s à 94 °C, hybridation entre 50 et 58 °C pendant 30 s, 

élongation 2 min à 72°C, élongation finale à 72 °C pendant 5 min, puis 10 min à 4 °C. Une 

autre technique a aussi été utilisée, il s’agit de la PCR Touchdown au cours de laquelle la 

température d’hybridation des premiers cycles est plus élevée pour favoriser la spécificité des 

amplifications. Pour ces PCR Touchdown, le programme PCR utilisé a été le suivant : 

dénaturation à 94 °C pendant 2 min, 20 cycles de 30 s à 94°C, hybridation à 65°C pendant 30 

s pour les 5 premiers cycles puis diminution d’un degré à chaque cycle suivant, 2 min à 72 °C, 

puis 30 cycles de 30 s à 94 °C, 30 s à 55 °C, 2 min à 72 °C, élongation finale à 72 °C pendant 

5 min, puis 10 min à 4 °C. Toutes les réactions ont été réalisées dans un thermocycleur C1000 

Thermal Cycler (BIORAD). 

 

 

2.3.4. Révélation des fragments amplifiés 

Suite aux réactions PCR, 5 µL des produits de réaction ont été additionnés de 3 µL de 

tampon de charge (bleu de bromophénol 0,02 %, xylène cyanol 0,02 %, glycérol 3 %, TBE 

0,5 X) et déposés sur un gel d’agarose à 2 % dans du tampon TBE 0,5 X pH 8,3. Un marqueur 

de taille (100 bp DNA Ladder, Invitrogen) a été utilisé. La migration a ensuite eu lieu à 100 V 

pendant 35 min, puis le gel a été immergé dans un bain de BET (bromure d’éthidium, 0,01 %) 

pendant 15 min et révélé par exposition aux radiations UV. 
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2.3.5. Clonage et séquençage des produits d’amplification 

2.3.5.1. Ligation 

Les fragments nucléotidiques amplifiés ont été insérés dans un vecteur pour être clonés. 

Les ligations ont été effectuées grâce au kit pGEM®-T easy (Promega), et conformément aux 

instructions fournies par le fabricant. Dans un volume final de 10 µL, 3 µL de produit PCR 

ont été mis en présence de 50 ng de plasmide pGEM®-T easy, 3 unités de T4 DNA ligase et 

de 5 µL de tampon 2X. Le mélange réactionnel a été incubé toute une nuit à 4°C. 

 
2.3.5.2. Désalage du milieu réactionnel 

Un désalage des produits de ligation a été effectué à l’aide de tubes microcon (Millipore). 

Le mélange réactionnel a été dilué avec de l’eau milli-Q (q.s.p. 400 µL), puis chargé sur la 

colonne et centrifugé à 1 000 g pendant 15 min. L’ADN a ensuite été élué en ajoutant 20 µL 

d’eau à la colonne, après avoir retournée cette dernière et l’avoir transférée dans un nouveau 

tube. Le tout a finalement été centrifugé à 1 000 g pendant 2 min. 

 

2.3.5.3. Transformation de bactéries compétentes 

Dans une cuve à électroporation posée sur de la glace, 20 µL de bactéries compétentes E. 

coli DH10B électrocompétentes (Invitrogen) ont été mises en présence de 5 µL de la réaction 

de ligation désalée. Le mélange a été électroporé à 1 800 V puis immédiatement repris dans 

800 µL de milieu SOC (2 % p/v de Bacto®-tryptone, 0,5% p/v Bacto®-yeast extract, 10 mM 

NaCl, 2,5 mM KCl, 20 mM Mg2+, 20 mM glucose). Les bactéries ont été transférées dans un 

tube de 2 mL et mises à incuber pendant 1 h à 37 °C avec agitation. 

Sur deux boîtes de Pétri contenant un milieu LB agar (10 g.L-1 Bacto®-tryptone, 5 g.L-1 

Bacto®-yeast extract, 5 g.L-1 NaCl, 15 g.L-1 agar, pH 7.0), additionné de 100 mg.L-1 

d’ampicilline, de 0,5 mM d’IPTG et de 80 mg.L-1 de X-Gal, 100 µL de bactéries ont été étalés 

sur chacune des boites qui ont été mises en culture une nuit à 37 °C. 

Des colonies blanches ont été prélevées et testées par PCR avec les amorces PUC1 

(GTCACGACGTTGTAAAAC) et PUC2 (AGCTATGACCATGATTAC) spécifiques du vecteur 

pGEM®-Teasy et encadrant l’insert. Les produits d’amplification obtenus ont été analysés par 

électrophorèse sur gel d’agarose 1,5 % (TBE 0,5X, 100 V, 35 min). 

 

2.3.5.4. Séquençage 

Après vérification de la longueur du fragment inséré, 20 µL de produits PCR obtenus à 

partir des ADN clonés ont été envoyés à séquencer auprès de la société GATC Biotech. La 

lecture de la séquence a été réalisée dans les deux sens via l’utilisation des amorces T7 

(TAATACGACTCACTATAGGG) et SP6 (ATTTAGGTGACACTATAGAA) présentes de part et 

d’autre de l’insert dans le vecteur pGEM®-Teasy. 

 
2.3.5.5. Analyse des séquences obtenues 

Les séquences obtenues ont été analysées avec le logiciel d’analyse de séquences 



Chapitre IV : Polymorphisme et niveau d’expression de gènes liés à la voie de l’acide jasmonique 

 
130 

Geneious Pro 5.3.6 (Biomatters). Les motifs nucléotidiques correspondant à la séquence du 

vecteur encadrant le fragment cloné, ont été recherchés et éliminés. Pour chaque échantillon 

séquencé, les deux lectures ont été alignées afin de former un contig et d’obtenir une séquence 

consensus. Les séquences consensus obtenues ont ensuite été traduites en séquences 

protéiques en tenant compte des différentes possibilités de positionnement du cadre de lecture 

pour la traduction. Chaque séquence protéique a été alors alignée avec les séquences 

protéiques initiales ayant servi à l’identification des zones conservées afin de vérifier si le 

fragment amplifié correspondait bien à l’homologue du gène candidat recherché. Pour chaque 

gène candidat, plusieurs clones ont été séquencés, les séquences nucléotidiques de ces clones 

ont ensuite été comparées entre elles. 

 

 

2.3.6. Séquençage des gènes candidats chez les six génotypes 

Le travail présenté ci-dessus a été réalisé sur un échantillon d’ADN de carotte 

appartenant au génotype Presto, le but étant de mettre en évidence la présence de ces gènes 

candidats chez l’espèce étudiée. À partir des séquences obtenues avec l’utilisation d’amorces 

dégénérées, de nouvelles amorces, cette fois-ci spécifiques de la séquence de la carotte ont été 

conçues en utilisant le logiciel Primer3Plus (Primer3Plus [Internet]) (Tab. IX). 

 

 
Nom Gène cible Tm (°C) Longueur (pb) Séquence 5'-3' 

RB88F COI1-a 59.3  24 AGTACAGATGGGTTGTTGCATATC 

RB88R COI1-a 59.9  24 CRCTCTATCCTAAGCCTTTTCAGC 

RB89F COI1-b 60.0  23 CTACTCTTGGCTTGCTGCATATT 

RB89R COI1-b 58.9  22 CTCAATCCTAAGCCTCCTCAAT 

RB90F JAR1 58.9 23 GAAGAGATTTGTGCTGACATACG 

RB90R JAR1 58.1  26 TACCATATATGTACTTGGCATTAGGA 

RB91F PAL-a 61.0  20 CTCAGTGGCTTGGTCCTCAG 

RB91R PAL-a 59.7  20 TGAGCTTTCCAATAGCTGCA 

RB92F PAL-b 61.2  20 CTCAATGGCTTGGTCCTCAA 

RB92R PAL-b 60.4  18 AATTTTCCAATGGCGGCT 

RB93F GLP-a 61.0  21 CAACCAAACAGCCAAGGTACA 

RB93R GLP-a 61.8  20 GCGTAGTCAATGCGGACAAG 

RB94F GLP-b 59.7  22 GATCCAAATAGCCAAGGTATGG 

RB94R GLP-b 58.7  22 ATAGTCGRTACGAGCAATGGAA 

RB95F PR1 60.5  21 CCTAGCTAAAGGCAGTGGCTC 

RB95R PR1 60.3  19 GCTGGCACACGTATTCGTC 

 

 

L’amplification des gènes candidats avec les amorces spécifiques a été réalisée en 

Tableau IX : Amorces conçues à partir des fragments clonés spécifiques de l’espèce carotte. Les lettres a ou 
b dans le nom des gènes cibles désignent deux séquences différentes obtenues suite au clonage. Légendes : 
RBxxF : amorce forward ; RBxxR : amorce reverse. 
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utilisant l’ADN extrait à partir des six génotypes décrits dans le paragraphe 2.1. ; les produits 

d’amplification ont été séquencés. Lorsque des clones différents ont été obtenus à partir d’un 

même gène candidat, des amorces spécifiques de chacun de ces clones ont été conçues. 

Les réactions PCR ont été réalisées avec 100 ng d’ADN dans 25 µL de milieu réactionnel 

comprenant 2 mM de MgCl2, 1X de tampon DNA polymérase (Uptitherm, Interchim), 

0,2 mM de dNTP, 0,15 U de Taq polymérase (Uptitherm, Interchim), 0,2 µM d’amorce 

forward, 0,2 µM d’amorce reverse et de l’eau milli-Q q.s.p. 25 µL. Pour ces réactions PCR, 

nous avons utilisé le programme suivant : dénaturation à 94 °C pendant 3 min, puis 34 cycles 

comprenant chacun 30 s de dénaturation à 94 °C, 30 s d’hybridation à une température 

correspondant au Tm moyen du couple d’amorces moins 5 °C, 30 s d’élongation à 72 °C, 

élongation finale à 72 °C pendant 5 min, et enfin 10 min à 4 °C (thermocycleur C1000 

Thermal Cycler (BIORAD). 

Les produits PCR obtenus ont été révélés comme décrit précédemment puis envoyés pour 

séquençage. Ce séquençage a été effectué en double lecture, auprès de la société GATC 

Biotech, en utilisant les amorces ayant servi pour l’amplification de la séquence d’intérêt. 

Comme précédemment, les deux lectures d’une même séquence ont été assemblées en 

contig et une séquence consensus a été définie. Les séquences obtenues chez nos six 

génotypes ont ensuite été alignées avec le logiciel ClustalW. 

 

 

2.4. Étude de l’expression de gènes des voies de signalisation 

2.4.1. Obtention du matériel végétal inoculé par A. dauci 

L’inoculation a été faite selon le même protocole que celui décrit dans le chapitre III 

(cf. §2.2.). En serre, chaque génotype a été semé (20 semences sur une ligne, placées à 1,5 cm 

de profondeur et recouvertes de sable) dans une caisse (60 × 40 × 23 cm) contenant un 

mélange composé de ⅓ sable et de ⅔ de terreau horticole (Substrat 5, Klasmann). 

L’inoculation a été réalisée sur des plantes âgées de six semaines, selon le protocole 

d’inoculation en goutte (Boedo et al., 2010), avec une suspension de conidies à 

200 conidies.mL-1. Les plantes témoins ont été traitées avec de l’eau contenant 0,05 % de 

Tween 20. Pour chaque génotype, nous avons effectué quatre prélèvements : un premier 

prélèvement à sept jours après inoculation, un second à neuf jours, un troisième à treize jours 

et un prélèvement témoin effectué à treize jours après l’application d’eau sur les plantes. 

Chaque semis a été effectué trois fois avec un décalage d’une semaine entre chaque 

expérimentation (trois répétitions). 
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2.4.2. Mesure de l’expression de gènes 

2.4.2.1. Transcription inverse de l’ARN 

Les ARN extraits ont servi de matrice pour une transcription inverse (RT). La RT a été 

effectuée en additionnant 15 µL d’ARN dilués à 50 ng.µL-1 à un mélange composé de 1 mM 

de chaque dNTP, 1,3 µM d’Oligo(dT)15 (Promega), 200 U de Transcriptase Réverse M-MLV 

(Promega) et le tampon de réaction M-MLV à la concentration 1X (Promega) puis le volume 

final a été ajusté à 30 µL avec de l’eau RNase free (traitée DEPC). Le mélange a été incubé 

pendant 1 h à 37 °C, puis 10 min à 80 °C dans un thermocycleur (C1000 Thermal Cycler, 

BIORAD). Les ADNc obtenus ont été dilués 10 fois avec de l’eau RNase free (traitée DEPC). 

 

2.4.2.2. Définition des amorces 

Les amorces ont été conçues avec le logiciel Primer Express 3.0 (Applied Biosystems®), 

à partir des séquences obtenues chez la carotte (Tab. X). 

 

 
Nom Gène cible Tm (°C) Longueur (pb) Séquence 5'-3' 

qti_JAR1F JAR1 52.2 23 TTACTGATCCAACCATTCGAACA 

qti_JAR1R JAR1 52.3 21 CAATTGCTTAACCCCGAACAC 

qti_PR4F PR4 54.5 23 AAGAATCCTGTGGCAAGTGCTTA 

qti_PR4R PR4 54.8 21 GGCCACCATTACTGCACTGAT 

qti_ERF2F ERF2 55.1 22 CACTCTTCCCCTCTACCACCAA 

qti_ERF2R ERF2 54.3 23 TCTTCTTGCTTATGACCCGTGTT 

qti_PR1F PR1 54.5 21 AAAGGCAGTGGCTCATTCACA 

qti_PR1R PR1 55.6 20 GCACACGTATTCGTCGCGTA 

 

 

2.4.2.3. Sélection de gènes de ménage 

La sélection des gènes de ménage a été réalisée à partir de données issues de publications. 

Il a été déterminé que les gènes EF1α, ARNr 18S, Tubuline β et Actine présentent une 

expression stable et ce quel que soit le stress appliqué (Nicot et al., 2005). Les séquences 

nucléotidiques de ces gènes chez la carotte ou le tournesol (Astéracée, famille proche des 

Apiacées) ont été récupérées dans la base de données NCBI. 

Les amorces des quatre gènes sélectionnés ont été conçues avec le logiciel Primer 

Express 3.0 (Applied Biosystems®) ou, pour le gène EF1α, étaient déjà disponibles au 

laboratoire (Clotault et al., 2008) ; les séquences de ces amorces sont regroupées dans le 

tableau XI. 

 

 

Tableau X : Amorces conçues à partir des fragments clonés spécifiques de l’espèce carotte : Amorces 
définies pour l’étude de l’expression des gènes des voies de signalisation par PCR en temps réel. Légendes : 
qti_xxxF : amorce forward ; qti_xxxR : amorce reverse. 
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Nom Gène cible Tm (°C) Longueur (pb) Séquence 5'-3' 

18sF ARNr 18s 54.4 24 TCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTG 

18sR ARNr 18s 54.5 23 GCCAAGGCTATAGACTCGTTGAA 

ActineF Actine 52.0 20 CCACACGGTGCCAATTTATG 

ActineR Actine 54.3 18 GATCACGGCCAGCAAGGT 

TubulineF Tubuline β 54.3 21 GCCGAGAGCAACATGAATGAC 

TubulineR Tubuline β 54.4 27 CCTGTTCATCTTCGTAGTAATCTTCCT 

EF1aF EF1α 55.1 19 GGAACCTCTCAGGCTGATTGTG 

EF1aR EF1α 53.0 22 TTGGAGATACCAGCTTCAAAACC 

 

 

2.4.2.4. Réaction de PCR quantitative 

Les réactions PCR ont été effectuées avec l’appareil StepOnePlus™ Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems®). La méthode utilisée a été la méthode standard de l’appareil 

correspondant aux réactifs standards fournis par Applied Biosystems. 

Chaque échantillon a été déposé dans trois puits (triplicats) d’une plaque 96 puits. Au sein 

de chaque plaque, en plus des échantillons d’ADNc, nous avons déposé un témoin négatif 

(ADNc remplacé par de l’eau ultra-pure stérile) et quatre concentrations d’une gamme de 

dilution d’ADNc. Pour constituer cette gamme de dilution, nous avons utilisé un mélange 

équimolaire d’ADNc prélevés dans chacun des échantillons à analyser ; ce mélange d’ADNc 

a été utilisé pour l’ensemble des réactions effectuées. 

Un mélange de réaction a été préparé pour chaque échantillon, contenant 2,5 µL de 

solution d’ADNc (dilué 10 fois), 3 µL d’un mélange d’amorces (sens + antisens) à 5 µM et 

7 µL d’eau ultra-pure stérile. Le SYBR Green® PCR Master Mix (12,5 µL) est ajouté à 

chaque échantillon. 

 

 

2.4.3. Méthode d’analyse des données 

Pour chaque réaction PCR, le cycle pour lequel le seuil de détection a été atteint est 

appelé le cycle seuil ou cycle threshold (Ct). Pour chacun des échantillons, la valeur moyenne 

des Ct des trois réplicats techniques a été utilisée. Pour chaque couple d’amorces (donc pour 

chaque gène, noté g), le modèle d’équation Ct7 = −a7 log-.�9ADNc:� + b7 + ε7 des Ct 

obtenus en fonction de la concentration en ADNc correspondant à la gamme étalon, a été 

obtenu par régression linéaire ; le coefficient de corrélation de cette régression a été 

déterminé. On note Ct7< le Ct obtenu avec le gène g dans l’échantillon e. La régression 

précédente permet de calculer, à une constante près, le nombre N7< de copies du gène g dans 

l’échantillon e avec l’équation log-.�N7< = =>?5@4?A
B? C. Elle permet également de mesurer 

Tableau XI : Amorces définies pour l’étude de l’expression des gènes de ménage, calibrateurs internes de la 
PCR en temps réel. Légendes : xxxF : amorce forward ; xxxR : amorce reverse. 
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l’efficacité E7 = 10= '
E?C − 1 de la réaction qPCR. 

Les niveaux relatifs d’expression des gènes candidats ont été calculés selon une méthode 

inspirée de la méthode de Pfaffl (2001). Ce calcul prend en compte les efficacités des 

différentes réactions de qPCR. Il permet de plus d’utiliser en parallèle plusieurs gènes 

standards, et d’obtenir des résultats statistiquement analysables. En effet, en faisant 

l’hypothèse (en général vérifiée) que la variation de Ct7< entre les répliquats techniques suit 

une loi normale de variance V7<, celle du ratio r défini par Pfaffl ne suit pas une loi normale. 

En revanche, le logarithme du ratio r suit une loi normale. 

En appelant m un gène de ménage, et t un échantillon témoin non induit, on peut noter la 

formule de Pfaffl ainsi : 

 r7< = �H?�- IJ?J KIJ?A

�HL�-�IJLJ KIJLA  1. 

 d’où log-.�r7< = �Ct74 − Ct7< × log-.�E7 + 1 − �CtM4 − CtM< � × log-.�EM + 1� 
 or, log-.�E7 + 1 = -

B?  et log-.�EM + 1� = -
BL 

 donc, log-.�r7< = �@4?J5@4?A 
B? − �@4LJ 5@4LA  

BL  2. 

L’équation 2 présente deux avantages : 

- Il est possible de calculer une variance technique de log-.�r7<  à partir des variances 

techniques des Ct mesurées à partir des réplicats : 

 V�log-.�r7<  = �N?J�N?A 
�B? O + �NLJ �NLA  

�BL�O  

- Il est possible de calculer log-.�r7<  en utilisant comme standard plusieurs gènes de 

ménage. Par exemple, avec deux gènes de ménages m1 et m2 : 

 log-.�r7< = �@4?J5@4?A 
B? − -

! =�@4L'J 5@4L'A  
BL'

+ �@4LOJ 5@4LOA  
BLO

C 

 

 

2.4.4. Analyses statistiques 

À partir des réplicats techniques, des variances ont été calculées. Elles ont permis de 

calculer des écarts types, des erreurs types et des intervalles de confiance pour les différentes 

valeurs de log-.�r7< . 

En parallèle, des modèles linéaires ont été utilisés pour étudier séparément l’effet de la 

variété ou celui de la date de prélèvement (jours après inoculation). Ces analyses statistiques 

ont été réalisées à l’aide du logiciel R version 2.12.2 (R Development Core Team [Internet]). 

L’homoscédasticité des paramètres a été vérifiée par le test de Breusch-Pagan. La 

comparaison des valeurs moyennes a été effectuée à l’aide du test de comparaison multiple de 

Waller Duncan. 
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3. Résultats 

3.1. Niveau d’expression de gènes des voies de signalisation liées 

à l’acide jasmonique, l’éthylène ou l’acide salicylique 

Les données présentées dans cette partie ont été obtenues à partir d’une seule répétition 

biologique, les échantillons issus des deux autres répétitions n’ont, à cette date, pas encore été 

analysés. Nous présentons donc ici des tendances qu’il conviendra de confirmer. Le traitement 

des échantillons correspondant aux deux autres répétitions va être effectué dans le cadre d’un 

stage de Master 1 courant 2013 (Alexandre LEGRAIN). 

 

 

3.1.1. Calcul des niveaux d’expression des gènes 

3.1.1.1. Niveaux d’expression brute des gènes cibles et des gènes de ménage, et 

calcul de l’efficacité des amorces 

Les amorces conçues pour l’amplification par PCR en temps réel ont été testées sur une 

gamme de dilution d’ADNc afin de déterminer leur efficacité. Les Ct observés en fonction de 

la concentration d’ADNc sont représentés, pour chacun des gènes cibles et gènes de ménage, 

en Annexe 5. Une régression linéaire a permis de déterminer, pour chaque couple d’amorce 

utilisé, l’équation Ct7 = −a7 log-.�9ADNc:� + b7 et les coefficients de corrélation 

correspondants. Les efficacités E calculées sont variables et vont de 64 à 87 % 

(moyenne = 75 %, écart-type = 9%) avec des coefficients de corrélation R² élevés allant de 

0,9587 à 0,9996 (moyenne = 0,9878, écart-type = 0,0125). 

 

3.1.1.2. Validation des gènes de ménage 

Afin de normaliser les résultats, nous avons testé quatre gènes de ménage sélectionnés 

d’après la littérature. Nous avons mesuré l’expression de ces quatre gènes sur l’ensemble de 

nos échantillons d’ADNc et réalisé une matrice de corrélation des Ct obtenus. Les coefficients 
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de corrélation r ont été calculés (Tab. XII). 

Les valeurs des coefficients de corrélation s’étalent entre 0,47 et 0,94. La combinaison 

des gènes ARNr 18S et EF1α permet d’obtenir des coefficients de corrélation supérieurs à 

0,67, soit globalement les valeurs les plus élevées du tableau. Par ailleurs, sur les quatre gènes 

testés, les gènes de l’actine et de la tubuline β ont un niveau moyen d’expression faible, c'est-

à-dire un Ct moyen élevé dépassant 30 (valeurs respectives de 32,99 et 33,35). 

 

 

 
ARNr 18s EF1α Actine Tubuline β Moyenne (ARNr 18s/EF1α) 

ARNr 18s 1 
    

EF1α 0,6988 1 
   

Actine 0,7025 0,6298 1 
  

Tubuline β 0,4731 0,7404 0,5172 1 
 

Moyenne (ARNr 18s/EF1α) 0,9046 0,9370 0,7183 0,6721 1 

 

 

À partir de la comparaison des coefficients de corrélation et de ces valeurs de Ct, nous 

avons retenu, les gènes ARNr 18s et EF1α comme gènes de ménage. Afin d’obtenir un 

meilleur standard pour la normalisation de l’expression des échantillons, nous avons utilisé 

les valeurs moyennes des Ct obtenus pour ces deux gènes. 

 

 

3.1.2. Recherche de gènes différentiellement exprimés en fonction des 

génotypes et de l’inoculation par Alternaria dauci 

La valeur de Ct obtenue pour chacun des échantillons a permis de calculer la valeur du 

log-.�N7< . Cette valeur a été normalisée par la soustraction avec la valeur log-.�N7<  

moyenne des deux gènes de ménages retenus (ARNr 18s et EF1α). Les gènes cibles étudiés 

sont les gènes JAR1, PR4 (voie de l’acide jasmonique), ERF2 (voie de l’éthylène) et PR1 

(voie de l’acide salicylique). 

Sur les valeurs normalisées, le modèle linéaire ‘lm = log-.�N7<  ~ date de prélèvement’, 

montre un effet significatif de la date de prélèvement (jours après inoculation) pour le gène 

PR4, tous génotypes confondus (cf. Annexe 6) ; cet effet n’est pas observé avec les autres 

gènes cibles (résultats non présentés). Une analyse de variance sur les valeurs de l’expression 

de PR4 en fonction de la date de prélèvement des feuilles après inoculation, indique que le 

niveau d’expression mesuré à 13 jours après inoculation est significativement plus élevé 

comparativement à ceux de l’échantillon témoin et du prélèvement à 7 jours après inoculation 

(test de comparaison de Waller-Duncan, Annexe 6). 

Nous avons également utilisé le modèle linéaire ‘lm = log-.�N7<  ~ génotype’ ; celui-ci 

Tableau XII : Coefficients de corrélation r entre les valeurs de Ct obtenus pour chacun des gènes de 
ménage sur l’ensemble des échantillons d’ADNc. 
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met en évidence que l’expression du gène PR4 est en moyenne plus élevée, mais non 

significativement différente, chez le génotype K3 comparativement aux autres génotypes 

(Presto, Boléro, H1, H4 et I2), toutes dates de prélèvement confondues (cf. Annexe 6). 

Nous ne pouvons pas vérifier l’existence d’une interaction ‘date de 

prélèvement*génotype’ car l’ensemble des échantillons n’est pas encore analysé (une seule 

répétition biologique analysée sur les trois prévues). 

 

 

3.1.3. Expression du gène PR4 

Le gène PR4 est différentiellement exprimé dans nos échantillons (Fig. 36). En effet, le 

niveau d’expression log-.�r7<  de celui-ci est significativement plus important pour le 

génotype résistant K3 à J+7, J+9 et J+13 après inoculation, comparativement aux autres 

génotypes. À un niveau moins important que chez le génotype K3, l’expression de PR4 est 

également induite chez le génotype H4 à J+9 et J+13 après inoculation comparativement aux 

autres génotypes étudiés. 

 

 
En revanche, l’expression du gène PR4 reste relativement constante chez le génotype 
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Figure 36 : Expression du gène PR4 chez les six génotypes en fonction du temps après inoculation. Les 
barres d’erreur représentent les erreurs types calculées à partir des variances techniques (variance des trois 
réplicats). 
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résistant I2 en fonction de la date d’inoculation. À 7, 9 et 13 jours après inoculation, 

l’expression de PR4 est du même niveau pour les génotypes Presto, H1 ou Boléro. Ces 

résultats ont été obtenus à partir d’une seule répétition et sont donc à confirmer. 

 

 

3.2. Recherche de polymorphisme dans des gènes de la voie de 

l’acide jasmonique 

3.2.1. Conception des amorces dégénérées 

À partir de la bibliographie, 19 gènes candidats ont été sélectionnés (Tab. VIII, § 2. 

Matériel et Méthodes). Quinze gènes sont liés à la synthèse de l’acide jasmonique, la voie de 

signalisation ou les défenses liées à cette hormone. Les gènes PR1 et ERF2 ont été utilisés en 

tant que représentants des voies de l’acide salicylique et de l’éthylène. Deux gènes 

supplémentaires ont été considérés : le gène PAL de par son rôle clé dans les voies de défense 

des plantes vis-à-vis des pathogènes et le gène GLP du fait de la colocalisation d’un cluster de 

gènes GLP avec un QTL de résistance dans l’interaction riz-Magnaporthe grisea. Lors de 

l’alignement des séquences homologues extraites des bases de données, des zones 

suffisamment conservées pour permettre la définition de couples d’amorces dégénérées, ont 

été mises en évidence pour 17 de ces 19 gènes. Pour les gènes PR-13 et JMT, nous n’avons 

pas pu définir d’amorces dégénérées. 

 

 

3.2.2. Amplification avec les amorces dégénérées et clonage des produits 

amplifiés 

Les différentes conditions de PCR (PCR standard, PCR avec gradient de température, 

PCR Touchdown) et les différentes combinaisons d’amorces dégénérées ont permis d’obtenir 

des produits d’amplification pour 12 gènes. Aucune amplification n’a été obtenue pour les 

gènes PR-5, PR-12, AOS, AOC et NINJA. 

Pour les 12 gènes donnant un résultat positif, les produits d’amplification obtenus ont été 

clonés afin d’être séquencés. Dans le cas où des produits d’amplification de taille différente 

ont été obtenus avec un même couple d’amorce, nous avons réalisé le clonage des différents 

produits afin de les séquencer. 

 

 

3.2.3. Obtention de séquences homologues chez la carotte 

Suite au séquençage des différents clones obtenus, après traduction en acides aminés et 
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comparaison avec les séquences connues chez d’autres espèces végétales (séquences ayant 

servi à définir les amorces dégénérées), des séquences homologues chez la carotte ont pu être 

mises en évidence pour les huit gènes suivants : PR1, ERF2, PR4, COI1, JAR1, MYC2, PAL et 

GLP. Notons que pour les gènes COI1, MYC2, PAL et GLP, plusieurs séquences ont été 

obtenues, correspondant potentiellement à des copies différentes du gène recherché. Les 

séquences nucléotidiques et protéiques de ces huit gènes sont présentées en Annexe 7. 

Concernant les gènes CHI-B, LOX2, MPK4 et JAZ3, les produits obtenus et séquencés ne 

correspondent pas aux séquences des gènes candidats, il s’agit de séquences amplifiées de 

façon aléatoire par l’utilisation des amorces dégénérées. 

 

 

3.2.4. Polymorphisme des gènes candidats observé chez les six génotypes 

sélectionnés 

À partir des séquences homologues obtenues précédemment, des amorces spécifiques de 

l’ADN de carotte ont été conçues (Tab. IX, § 2. Matériel et Méthodes) et ont permis, après 

séquençage des produits amplifiés, de comparer la séquence de chaque gène candidat chez les 

six génotypes de carotte. 

Les séquences de quatre gènes candidats, JAR1, PAL, GLP, PR1, ont été obtenues chez 

les six génotypes de carotte et sont présentées dans les figures 37 à 48 : 
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JAR1-RB90F/RB90R-B       GAAGAGATTTGTGCTGACATACGTGATGGAGTTCTCACAAGTCGAGTTACTGATCCAACC 

JAR1-RB90F/RB90R-H1      GAAGAGATTTGTGCTGACATACGTGATGGAGTTCTCACAAGTCGAGTTACTGATCCAACC 

JAR1-RB90F/RB90R-H4      GAAGAGATTTGTGCTGACATACGTGATGGAGTTCTCACAAGTCGAGTTACTGATCCAACC 

JAR1-RB90F/RB90R-I2      GAAGAGATTTGTGCTGACATACGTGATGGAGTTCTCACAAGTCGAGTTACTGATCCAACC 

JAR1-RB90F/RB90R-P       GAAGAGATTTGTGCTGACATACGTGATGGAGTTCTCACAAGTCGAGTTACTGATCCAACC 

JAR1-RB90F/RB90R-K3      GAAGAGATTTGTGCTGACATACGTGATGGAGTTCTCACAAGTCGAGTTACTGATCCAACC 

                         ************************************************************ 

 

JAR1-RB90F/RB90R-B       ATTCGAACAGCTATTGCAAAACTCCTCAAGCCAAATCCTGAATTGGCTAGTTTAATTCAT 

JAR1-RB90F/RB90R-H1      ATTCGAACAGCTATTGCAAAACTCCTCAAGCCAAATCCTGAATTGGCTAGTTTAATTCAT 

JAR1-RB90F/RB90R-H4      ATTCGAACAGCTATTGCAAAACTCCTCAAGCCAAATCCTGAATTGGCTAGTTTAATTCAT 

JAR1-RB90F/RB90R-I2      ATTCGAACAGCTATTGCAAAACTCCTCAAGCCAAATCCTGAATTGGCTAGTTTAATTCAT 

JAR1-RB90F/RB90R-P       ATTCGAACAGCTATTGCAAAACTCCTCAAGCCAAATCCTGAATTGGCTAGTTTAATTCAT 

JAR1-RB90F/RB90R-K3      ATTCGAACAGCTATTGCAAAACTCCTCAAGCCAAATCCTGAATTGGCTAGTTTAATTCAT 

                         ************************************************************ 

 

JAR1-RB90F/RB90R-B       GATGTGTGTTCGGGGTTAAGCAATTGGTATGGTTTAATACCAGCACTTTTTCCTAATGCC 

JAR1-RB90F/RB90R-H1      GATGTGTGTTCGGGGTTAAGCAATTGGTATGGTTTAATACCAGCACTTTTTCCTAATGCC 

JAR1-RB90F/RB90R-H4      GATGTGTGTTCGGGGTTAAGCAATTGGTATGGTTTAATACCAGCACTTTTTCCTAATGCC 

JAR1-RB90F/RB90R-I2      GATGTGTGTTCGGGGTTAAGCAATTGGTATGGTTTAATACCAGCACTTTTTCCTAATGCC 

JAR1-RB90F/RB90R-P       GATGTGTGTTCGGGGTTAAGCAATTGGTATGGTTTAATACCAGCACTTTTTCCTAATGCC 

JAR1-RB90F/RB90R-K3      GATGTGTGTTCGGGGTTAAGCAATTGGTATGGTTTAATACCAGCACTTTTTCCTAATGCC 

                         ************************************************************ 

 

JAR1-RB90F/RB90R-B       AAGTACATATATGGTA 

JAR1-RB90F/RB90R-H1      AAGTACATATATGGTA 

JAR1-RB90F/RB90R-H4      AAGTACATATATGGT- 

JAR1-RB90F/RB90R-I2      AAGTACATATATGGTA 

JAR1-RB90F/RB90R-P       AAGTACATATATGGTA 

JAR1-RB90F/RB90R-K3      AAGTACATATATGGTA 

                         ***************  

 
>JAR1-RB90F/RB90R-consensus 

GAAGAGATTTGTGCTGACATACGTGATGGAGTTCTCACAAGTCGAGTTACTGATCCAACCATTCGAACAGCTATTGCAAAACTCCTCAAGCCAA

ATCCTGAATTGGCTAGTTTAATTCATGATGTGTGTTCGGGGTTAAGCAATTGGTATGGTTTAATACCAGCACTTTTTCCTAATGCCAAGTACAT

ATATGGTA 

 
 

Concernant le gène JAR1 (Fig. 37), une séquence de 196 bp a été obtenue chez chacun 

des six génotypes. Dans ces séquences nucléotidiques, aucun polymorphisme n’a été mis en 

évidence entre les génotypes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Séquences du gène JAR1 obtenues à partir des amorces RB90F et RB90R chez les six génotypes 
de carotte. B : Boléro ; P : Presto. Les zones grisées correspondent aux sites des amorces. La séquence 
consensus est indiquée à la suite de l’alignement. 
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PAL-RB91F/RB91R-H1      CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAGATGATTGAAAGAG 

PAL-RB91F/RB91R-K3      CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAGATGATTGAAAGAG 

PAL-RB91F/RB91R-B       CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAG 

PAL-RB91F/RB91R-P       CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAG 

PAL-RB91F/RB91R-I2      CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAGATGATTGAAAGAG 

PAL-RB91F/RB91R-H4      CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAG 

                        ********************************************** ************* 

 

PAL-RB91F/RB91R-H1      AGATTAATTCGGTTAATGATAACCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB91F/RB91R-K3      AGATTAATTCGGTTAATGATAACCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB91F/RB91R-B       AGATTAATTCGGTTAATGATAACCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB91F/RB91R-P       AGATTAATTCGGTTAATGATAACCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB91F/RB91R-I2      AGATTAATTCGGTTAATGATAACCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB91F/RB91R-H4      AGATCAATTCGGTTAATGATAATCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

                        **** ***************** ************************************* 

 

PAL-RB91F/RB91R-H1      GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCGATTG 

PAL-RB91F/RB91R-K3      GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCGATTG 

PAL-RB91F/RB91R-B       GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTG 

PAL-RB91F/RB91R-P       GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTG 

PAL-RB91F/RB91R-I2      GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTG 

PAL-RB91F/RB91R-H4      GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCGATTG 

                        ******************************************************* **** 

 

PAL-RB91F/RB91R-H1      CAGCTATTGGAAAGCTCA 

PAL-RB91F/RB91R-K3      CAGCTATTGGAAAGCTCA 

PAL-RB91F/RB91R-B       CAGCTATTGGAAAGCTCA 

PAL-RB91F/RB91R-P       CAGCTATTGGAAAGCTCA 

PAL-RB91F/RB91R-I2      CAGCTATTGGAAAGCTCA 

PAL-RB91F/RB91R-H4      CAGCTATTGGAAAGCTCA 

                        ****************** 

 
>PAL-RB91F/RB91R-consensus 

CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAA[G/A]ATGATTGAAAGAGAGAT[T/C]AATTCGGTTAATGATAA[C/T

]CCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATGGTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGC[

G/T]ATTGCAGCTATTGGAAAGCTCA 

 
 

 
PAL-RB91F/RB91R-B_3       QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

PAL-RB91F/RB91R-H1_3      QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

PAL-RB91F/RB91R-H4_3      QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

PAL-RB91F/RB91R-I2_3      QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

PAL-RB91F/RB91R-P_3       QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

PAL-RB91F/RB91R-K3_3      QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

                          ************************************************************ 

 

 

PAL-RB91F/RB91R-B_3       AIGKLX 

PAL-RB91F/RB91R-H1_3      AIGKLX 

PAL-RB91F/RB91R-H4_3      AIGKLX 

PAL-RB91F/RB91R-I2_3      AIGKLX 

PAL-RB91F/RB91R-P_3       AIGKLX 

PAL-RB91F/RB91R-K3_3      AIGKLX 

                          ****** 

 
 

Pour le gène PAL, l’utilisation du couple RB91F/RB91R a permis l’amplification d’une 

séquence de 198 bp chez les génotypes. Au sein de cette séquence, quatre sites polymorphes 

ont été identifiés (Fig. 38). Ces sites polymorphes n’engendrent pas de polymorphisme dans 

la séquence peptidique après traduction (Fig. 39). 

Figure 39 : Alignement des séquences en acides aminés correspondant au gène PAL obtenues à partir des 
amorces RB91F et RB91R chez les six génotypes de carotte. B : Boléro ; P : Presto. 

Figure 38 : Séquences du gène PAL obtenues à partir des amorces RB91F et RB91R chez les six génotypes 
de carotte. B : Boléro ; P : Presto. Les zones grisées correspondent aux sites des amorces et les sites en vert 
correspondent aux SNPs mis en évidence. La séquence consensus est indiquée à la suite de l’alignement. 



Chapitre IV : Polymorphisme et niveau d’expression de gènes liés à la voie de l’acide jasmonique 

 
142 

PAL-RB92F/RB92R-H4      CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGARAGAG 

PAL-RB92F/RB92R-I2      CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAG 

PAL-RB92F/RB92R-B       CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAG 

PAL-RB92F/RB92R-H1      CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAG 

PAL-RB92F/RB92R-P       CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAG 

PAL-RB92F/RB92R-K3      CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAG 

                        ******************************************************* **** 

 

PAL-RB92F/RB92R-H4      AGATCAAYTCTGTCAATGATAACCCATTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATWCATG 

PAL-RB92F/RB92R-I2      AGATCAAYTCTGTCAATGATAACCCATTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB92F/RB92R-B       AGATCAAYTCTGTCAATGATAACCCATTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB92F/RB92R-H1      AGATCAACTCTGTTAATGATAACCCGTTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB92F/RB92R-P       AGATCAACTCTGTYAATGATAACCCGTTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB92F/RB92R-K3      AGATCAACTCTGTCAATGATAACCCATTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATG 

                        ******* ***** *********** ***************************** **** 

 

PAL-RB92F/RB92R-H4      GTGGAAATTTYCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

PAL-RB92F/RB92R-I2      GTGGAAATTTYCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

PAL-RB92F/RB92R-B       GTGGAAATTTTCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

PAL-RB92F/RB92R-H1      GTGGAAATTTCCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

PAL-RB92F/RB92R-P       GTGGAAATTTCCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

PAL-RB92F/RB92R-K3      GTGGAAATTTCCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

                        ********** ************************************************* 

 

PAL-RB92F/RB92R-H4      CCGCCATTGGAAAATT 

PAL-RB92F/RB92R-I2      CCGCCATTGGAAAATT 

PAL-RB92F/RB92R-B       CCGCCATTGGAAAATT 

PAL-RB92F/RB92R-H1      CCGCCATTGGAAAATT 

PAL-RB92F/RB92R-P       CCGCCATTGGAAAATT 

PAL-RB92F/RB92R-K3      CCGCCATTGGAAAATT 

                        **************** 

 
>PAL-RB92F/RB92R-consensus 

CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGA[A/G]AGAGAGATCAA[T/C]TCTGT[C/T]AATGATAA

CCC[A/G]TTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTAT[T/A]CATGGTGGAAATTT[T/C]CAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAAT

ACACGTTTGGCTATAGCCGCCATTGGAAAATT 

 
 

 
PAL-RB92F/RB92R-B_3       QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

PAL-RB92F/RB92R-H1_3      QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

PAL-RB92F/RB92R-K3_3      QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

PAL-RB92F/RB92R-P_3       QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

PAL-RB92F/RB92R-I2_3      QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

PAL-RB92F/RB92R-H4_3      QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIA 

                          ************************************************************ 

 

PAL-RB92F/RB92R-B_3       AIGKX 

PAL-RB92F/RB92R-H1_3      AIGKX 

PAL-RB92F/RB92R-K3_3      AIGKX 

PAL-RB92F/RB92R-P_3       AIGKX 

PAL-RB92F/RB92R-I2_3      AIGKX 

PAL-RB92F/RB92R-H4_3      AIGKX 

                          ***** 

 
 

En utilisant le couple d’amorces RB92F/RB92R, nous avons obtenu une séquence de 

196 bp présentant six sites polymorphes après alignement des séquences obtenues chez les six 

génotypes (Fig. 40). Nous avons également mis en évidence la présence d’hétérozygotie 

parmi les génotypes : par exemple pour le génotype Presto, la présence au site 74 (3e SNP mis 

en évidence) d’un « Y » correspondant soit à une base cytosine, soit à une thymine. Traduites 

Figure 41 : Alignement des séquences en acides aminés correspondant au gène PAL obtenues à partir des 
amorces RB91F et RB91R chez les six génotypes de carotte. B : Boléro ; P : Presto. 

Figure 40 : Séquences du gène PAL obtenues à partir des amorces RB92F et RB92R chez les six génotypes 
de carotte. B : Boléro ; P : Presto. Les zones grisées correspondent aux sites des amorces et les sites en vert 
correspondent aux SNPs mis en évidence. La séquence consensus est indiquée à la suite de l’alignement. 



Chapitre IV : Polymorphisme et niveau d’expression de gènes liés à la voie de l’acide jasmonique 

 
143 

en acide aminés, ces séquences ne montrent pas de polymorphisme ; les six SNPs mis en 

évidence ci-dessus sont synonymes (Fig. 41). 

 

 
PAL-RB92F/RB92R-H4      CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGARAGAG 

PAL-RB92F/RB92R-I2      CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAG 

PAL-RB92F/RB92R-B       CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAG 

PAL-RB92F/RB92R-K3      CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAG 

PAL-RB92F/RB92R-H1      CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAG 

PAL-RB92F/RB92R-P       CTCAATGGCTTGGTCCTCAAATTGAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAG 

PAL-RB91F/RB91R-B       CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAG 

PAL-RB91F/RB91R-P       CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAG 

PAL-RB91F/RB91R-H1      CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAGATGATTGAAAGAG 

PAL-RB91F/RB91R-K3      CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAGATGATTGAAAGAG 

PAL-RB91F/RB91R-I2      CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAGATGATTGAAAGAG 

PAL-RB91F/RB91R-H4      CTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATTGAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAG 

                        **** ************** ******** **  ************* ******** **** 

 

PAL-RB92F/RB92R-H4      AGATCAAYTCTGTCAATGATAACCCATTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATWCATG 

PAL-RB92F/RB92R-I2      AGATCAAYTCTGTCAATGATAACCCATTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB92F/RB92R-B       AGATCAAYTCTGTCAATGATAACCCATTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB92F/RB92R-K3      AGATCAACTCTGTCAATGATAACCCATTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB92F/RB92R-H1      AGATCAACTCTGTTAATGATAACCCGTTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB92F/RB92R-P       AGATCAACTCTGTYAATGATAACCCGTTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB91F/RB91R-B       AGATTAATTCGGTTAATGATAACCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB91F/RB91R-P       AGATTAATTCGGTTAATGATAACCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB91F/RB91R-H1      AGATTAATTCGGTTAATGATAACCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB91F/RB91R-K3      AGATTAATTCGGTTAATGATAACCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB91F/RB91R-I2      AGATTAATTCGGTTAATGATAACCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

PAL-RB91F/RB91R-H4      AGATCAATTCGGTTAATGATAATCCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATG 

                        **** ** ** ** ******** ** ************** ** *********** **** 

 

PAL-RB92F/RB92R-H4      GTGGAAATTTYCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

PAL-RB92F/RB92R-I2      GTGGAAATTTYCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

PAL-RB92F/RB92R-B       GTGGAAATTTTCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

PAL-RB92F/RB92R-K3      GTGGAAATTTCCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

PAL-RB92F/RB92R-H1      GTGGAAATTTCCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

PAL-RB92F/RB92R-P       GTGGAAATTTCCAGGGAACCCCAATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAG 

PAL-RB91F/RB91R-B       GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTG 

PAL-RB91F/RB91R-P       GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTG 

PAL-RB91F/RB91R-H1      GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCGATTG 

PAL-RB91F/RB91R-K3      GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCGATTG 

PAL-RB91F/RB91R-I2      GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTG 

PAL-RB91F/RB91R-H4      GTGGCAATTTCCAGGGCACGCCTATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCGATTG 

                        **** ***** ***** ** ** ** ** ** ** *********** ******** ** * 

 

PAL-RB92F/RB92R-H4      CCGCCATTGGAAAATT-- 

PAL-RB92F/RB92R-I2      CCGCCATTGGAAAATT-- 

PAL-RB92F/RB92R-B       CCGCCATTGGAAAATT-- 

PAL-RB92F/RB92R-K3      CCGCCATTGGAAAATT-- 

PAL-RB92F/RB92R-H1      CCGCCATTGGAAAATT-- 

PAL-RB92F/RB92R-P       CCGCCATTGGAAAATT-- 

PAL-RB91F/RB91R-B       CAGCTATTGGAAAGCTCA 

PAL-RB91F/RB91R-P       CAGCTATTGGAAAGCTCA 

PAL-RB91F/RB91R-H1      CAGCTATTGGAAAGCTCA 

PAL-RB91F/RB91R-K3      CAGCTATTGGAAAGCTCA 

PAL-RB91F/RB91R-I2      CAGCTATTGGAAAGCTCA 

PAL-RB91F/RB91R-H4      CAGCTATTGGAAAGCTCA 

                        * ** ********  *   

 
 

 

 

Figure 42 : Séquences du gène PAL obtenues à partir des amorces RB91F/RB91R et RB92F/RB92R chez les 
six génotypes. B : Boléro ; P : Presto. Les zones grisées correspondent aux sites des amorces. Les sites en 
bleu clair et en violet correspondent aux SNPs mis en évidence entre les séquences obtenues avec les 
amorces RB92F/RB92R et les séquences obtenues avec les amorces RB91F/RB91R. Les sites en vert 
correspondent aux SNPs mis en évidence entre les six génotypes. 
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PAL-RB91F/RB91R-consensus_3      QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGV 

PAL-RB92F/RB92R-consensus_3      QWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGV 

                                 ************************************************** 

 

PAL-RB91F/RB91R-consensus_3      SMDNTRLAIAAIGKLX 

PAL-RB92F/RB92R-consensus_3      SMDNTRLAIAAIGKX- 

                                 **************   

 
 

La comparaison des séquences obtenues avec le couple d’amorce RB91F/RB91R et celles 

obtenues avec le couple RB92F/RB92R, montrent 22 sites polymorphes qui permettent de les 

différencier (Fig. 42). Après traduction en acides aminés, il s’avère que ces 22 sites 

polymorphes du point de vue nucléotidique, n’engendrent pas de variabilité dans la séquence 

protéique traduite (Fig. 43). 

Nous sommes en présence de séquences nucléotidiques différentes ; il s’agit 

vraisemblablement de copies du gène candidat recherché. En effet, pour Boléro, nous 

observons un site hétérozygote avec le couple RB92F/RB92R au niveau du motif C--Y--T--C 

(site 65 à 74, cf. sites encadrés Fig. 42), c'est-à-dire C--C--T--C ou C--T--T--C. Or chez ce 

même génotype, avec le couple RB91F/RB91R, nous avons observé au même endroit le motif 

T--T--G--T. La carotte étant diploïde, nous ne pouvons observer plus de deux allèles dans le 

même individu, nous avons donc mis en évidence deux copies du gène PAL à partir de deux 

couples d’amorces distincts. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : Alignement des séquences consensus du gène PAL, traduites en acides aminés (CLUSTAL 
multiple sequence alignment). 
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GLP-RB93F/RB93R-B       -----------CCAAGGTACATATATAATAWTTGTAGCTWTTYTGAAGCCGCTTCTATTG 

GLP-RB93F/RB93R-P       ------------CAAGGTACATATATAATAWTTGTAGCTWTTYTGAAGCCGCTTYTATTG 

GLP-RB93F/RB93R-H4      CAACCAAACAGCCAAGGTACATATATAATAATTGTAGCTATTCTGAAGCCGCTTCTATTG 

GLP-RB93F/RB93R-K3      CAACCAAACAGCCAAGGTACATATATAATAATTGTAGCTATTCTGAAGCCGCTTCTATTG 

GLP-RB93F/RB93R-H1      CAACCAAACAGCCAAGGTACATATATAATATTTGTAGCTTTTTTGAAGCCGCTTTTATTG 

GLP-RB93F/RB93R-I2      CAACCAAACAGCCAAGGTACATATATAATATTTGTAGCTTTTTTGAAGCCGCTTTTATTG 

                                    ****************** ******** ** *********** ***** 

 

GLP-RB93F/RB93R-B       CAKTTATAGATCTTYGGAGATTCTTTAACATGCAYGTCTCACACTTACTGGTCTATTTGC 

GLP-RB93F/RB93R-P       CATTTATAGATCTTYGGAGATTCTTTAACATGCAYGTCTCACACTTACTGGTCTATTTGC 

GLP-RB93F/RB93R-H4      CATTTATAGATCTTCGGAGATTCTTTAACATGCACGTCTCACACTTACTGGTCTATTTGC 

GLP-RB93F/RB93R-K3      CATTTATAGATCTTCGGAGATTCTTTAACATGCACGTCTCACACTTACTGGTCTATTTGC 

GLP-RB93F/RB93R-H1      CAGTTATAGATCTTTGGAGATTCTTTAACATGCATGTCTCACACTTACTGGTCTATTTGC 

GLP-RB93F/RB93R-I2      CAGTTATAGATCTTTGGAGATTCTTTAACATGCATGTCTCACACTTACTGGTCTATTTGC 

                        ** *********** ******************* ************************* 

 

GLP-RB93F/RB93R-B       CTTGACTACAAATTGCAGTGCTYTTAAATGGATTAGCATGCAAGAAYCCSAGCACGGTTC 

GLP-RB93F/RB93R-P       CTTGACTACAAATTGCAGTGCTYTTAAATGGATTAGCATGCAAGAAYCCSAGCACGGTTC 

GLP-RB93F/RB93R-H4      CTTGACTACAAATTGCAGTGCTCTTAAATGGATTAGCATGCAAGAATCCGAGCACGGTTC 

GLP-RB93F/RB93R-K3      CTTGACTACAAATTGCAGTGCTCTTAAATGGATTAGCATGCAAGAATCCGAGCACGGTTC 

GLP-RB93F/RB93R-H1      CTTGACGACAAATTGCAGTGCTTTTAAATGGATTAGCATGCAAGAACCCAAGCACGGTTC 

GLP-RB93F/RB93R-I2      CTTGACGACAAATTGCAGTGCTTTTAAATGGATTAGCATGCAAGAACCCAAGCACGGTTC 

                        ****** *************** *********************** ** ********** 

 

GLP-RB93F/RB93R-B       AAGCCAGCGACTTTTCTTTCAGCGGACTTCATATATCAGGCAACACAAGCAATGCAGTTG 

GLP-RB93F/RB93R-P       AAGCCAGCGACTTTTCTTTCAGCGGACTTCATATATCAGGCAACACAAGCAATGCAGTTG 

GLP-RB93F/RB93R-H4      AAGCCAGCGACTTTTCTTTCAGCGGACTTCATATATCAGGCAACACAAGCAATGCAGTTG 

GLP-RB93F/RB93R-K3      AAGCCAGCGACTTTTCTTTCAGCGGACTTCATATATCAGGCAACACAAGCAATGCAGTTG 

GLP-RB93F/RB93R-H1      AAGCCAGTGACTTTTCTTTCAGCGGACTTCATATATCAGGCAACACAAGCAATGCAGTTG 

GLP-RB93F/RB93R-I2      AAGCCAGTGACTTTTCTTTCAGCGGACTTCATATATCAGGCAACACAAGCAATGCAGTTG 

                        ******* **************************************************** 

 

GLP-RB93F/RB93R-B       GCTCGAGAGTAACTCCTGTGGCYGCARCTCAAATTCCAGGACTAAATACMCTAGGCATCT 

GLP-RB93F/RB93R-P       GCTCGAGAGTAACTCCTGTGGCYGCAACTCAAATTCCAGGACWAAATACMCTAGGCATCT 

GLP-RB93F/RB93R-H4      GCTCGAGAGTAACTCCTGTGGCTGCAACTCAAATTCCAGGACTAAATACCCTAGGCATCT 

GLP-RB93F/RB93R-K3      GCTCGAGAGTAACTCCTGTGGCTGCAACTCAAATTCCAGGACTAAATACCCTAGGCATCT 

GLP-RB93F/RB93R-H1      GCTCGAGAGTAACTCCTGTGGCCGCAGCTCAAATTCCAGGACTAAATACACAAGGCATCT 

GLP-RB93F/RB93R-I2      GCTCGAGAGTAACTCCTGTGGCCGCAGCTCAAATTCCAGGACTAAATACACAAGGCATCT 

                        ********************** *** *************** ****** * ******** 

 

GLP-RB93F/RB93R-B       CCCTTGTCCGCA----------- 

GLP-RB93F/RB93R-P       CCCTTGTCCGCA----------- 

GLP-RB93F/RB93R-H4      CCCTTGTCCGCATTGACTACRCA 

GLP-RB93F/RB93R-K3      CCCTTGTCCGCATTGACTACRC- 

GLP-RB93F/RB93R-H1      CCCTTGTCCGCATTGACTACRCA 

GLP-RB93F/RB93R-I2      CCCTTGTCCGCATTGACTACRC- 

                        ************            

 
>GLP-RB93F/RB93R-consensus 

CAACCAAACAGCCAAGGTACATATATAATA[A/T]TTGTAGCT[A/T]TT[C/T]TGAAGCCGCTT[C/T]TATTGCA[T/G]TTATAGATCTT

[C/T]GGAGATTCTTTAACATGCA[C/T]GTCTCACACTTACTGGTCTATTTGCCTTGAC[T/G]ACAAATTGCAGTGCT[C/T]TTAAATGGA

TTAGCATGCAAGAA[C/T]CC[G/A]AGCACGGTTCAAGCCAG[C/T]GACTTTTCTTTCAGCGGACTTCATATATCAGGCAACACAAGCAATG

CAGTTGGCTCGAGAGTAACTCCTGTGGC[T/C]GCA[A/G]CTCAAATTCCAGGAC[T/A]AAATAC[A/C]C[T/A]AGGCATCTCCCTTGTC

CGCATTGACTACnCn 

 
 

Pour le gène GLP, le couple d’amorces RB93F/RB93R a permis l’amplification d’une 

séquence de 322 bp (GLP-a) chez les six génotypes, avec la mise en évidence de 17 sites 

polymorphes après alignement des séquences (Fig. 44). Notons la présence d’un intron de 

122 pb (position 17 à 139). Comme pour le gène PAL, nous avons également des sites 

hétérozygotes pour les génotypes Boléro et Presto. 

 

 

Figure 44 : Séquences du gène GLP obtenues à partir des amorces RB93F et RB93R chez les six génotypes 
de carotte. B : Boléro ; P : Presto. Les zones grisées correspondent aux sites des amorces, les zones colorées 
en jaune à l’intron, les motifs rouges correspondent aux motifs d’épissage de l’intron et les sites en vert 
correspondent aux SNPs mis en évidence. La séquence consensus est indiquée à la suite de l’alignement. 
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GLPRB93K3_1      QPNSQVLLNGLACKNPSTVQASDFSFSGLHISGNTSNAVGSRVTPVAATQIPGLNTLGIS 

GLPRB93P_1       ----QVLLNGLACKNPSTVQASDFSFSGLHISGNTSNAVGSRVTPVAATQIPGXNTLGIS 

GLPRB93H4_1      QPNSQVLLNGLACKNPSTVQASDFSFSGLHISGNTSNAVGSRVTPVAATQIPGLNTLGIS 

GLPRB93B_2       ----QVLLNGLACKNPSTVQASDFSFSGLHISGNTSNAVGSRVTPVAAXQIPGLNTLGIS 

GLPRB93H1_1      QPNSQVLLNGLACKNPSTVQASDFSFSGLHISGNTSNAVGSRVTPVAAAQIPGLNTQGIS 

GLPRB93I2_1      QPNSQVLLNGLACKNPSTVQASDFSFSGLHISGNTSNAVGSRVTPVAAAQIPGLNTQGIS 

                     ******************************************** **** ** *** 

 

GLPRB93K3_1      LVRIDYX 

GLPRB93P_1       LVRX--- 

GLPRB93H4_1      LVRIDYX 

GLPRB93B_2       LVRX--- 

GLPRB93H1_1      LVRIDYX 

GLPRB93I2_1      LVRIDYX 

                 ***     

 
 

La traduction de cette séquence en acides aminés, montre des résidus polymorphes 

(Fig. 45). Pour Boléro, le résidu noté « X » (indéterminé) représente soit un résidu alanine (A) 

soit un résidu thréonine (T). Pour Presto, le résidu « X » représente un résidu leucine (L) ou 

glutamine (Q). De plus, les génotypes H1 et I2 se distinguent des autres au niveau des sites 

267 (résidus A pour les génotypes H1 et I2, T pour les autres génotypes) et 292 (résidu Q pour 

H1 et I2, L pour les autres génotypes). 

 

 
GLP-RB94F/RB94R-B       CCAAATAGCCAAGGTATGGTAATGTGCATGCATGCTTAACTTATATCGGATTTTCTGGCA 

GLP-RB94F/RB94R-H1      ---------CAAGGTATGGTAATGTGCATGCATGCTTAACTTATATCGGATTTTCTGGCA 

GLP-RB94F/RB94R-P       ---------CAAGGTATGGTAATGTGCATGCATGCTTAACTTATATCGGATTTTCTGGCA 

GLP-RB94F/RB94R-H4      ---------CAAGGTATGGTAATGTGCATGCATGCTTAACTTATATCGGATTTTCTGGCA 

                                 *************************************************** 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       TGTGTCTATGTGCACATATTGGTGTTTGGTTCATGGTTAATGAGCCCGGTTAACAGGGAT 

GLP-RB94F/RB94R-H1      TGTGTCTATGTGCACATATTGGTGTTTGGTTCATGGTTAATGAGCCCGGTTAACAGGGAT 

GLP-RB94F/RB94R-P       TGTGTCTATGTGCACATATTGGTGTTTGGTTCATGGTTAATGAGCCCGGTTAACAGGGAT 

GLP-RB94F/RB94R-H4      TGTGTCTATGTGCACATATTGGTGTTTGGTTCATGGTTAATGAGCCCGGTTAACAGGGAT 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       CGGAACCTTAATCCCATAACAAGTGTTTGGATTAGTTATTTGGTGCCATGGAATGGGAAC 

GLP-RB94F/RB94R-H1      CGGAACCTTAATCCCATAACAAGTGTTTGGATTAGTTATTTGGTGCCATGGAATGGGAAC 

GLP-RB94F/RB94R-P       CGGAACCTTAATCCCATAACAAGTGTTTGGATTAGTTATTTGGTGCCATGGAATGGGAAC 

GLP-RB94F/RB94R-H4      CGGAACCTTAATCCCATAACAAGTGTTTGGATTAGTTATTTGGTGCCATGGAATGGGAAC 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       CCCAATCCTTTTAGGTGGTTAAATCATACCCTTCCCACCCCTTGGGTTACCATACCATTC 

GLP-RB94F/RB94R-H1      CCCAATCCTTTTAGGTGGTTAAATCATACCCTTCCCACCCCTTGGGTTACCATACCATTC 

GLP-RB94F/RB94R-P       CCCAATCCTTTTAGGTGGTTAAATCATACCCTTCCCACCCCTTGGGTTACCATACCATTC 

GLP-RB94F/RB94R-H4      CCCAATCCTTTTAGGTGGTTAAATCATACCCTTCCCACCCCTTGGGTTACCATACCATTC 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       TGATTCTCATTAACCCCCATTCCCATACCCTCCATTCCCATTCCCGATTCCCATTTCTAA 

GLP-RB94F/RB94R-H1      TGATTCTCATTAACCCCCATTCCCATACCCTCCATTCCCATTCCCGATTCCCATTTCTAA 

GLP-RB94F/RB94R-P       TGATTCTCATTAACCCCCATTCCCATACCCTCCATTCCCATTCCCGATTCCCATTTCTAA 

GLP-RB94F/RB94R-H4      TGATTCTCATTAACCCCCATTCCCATACCCTCCATTCCCATTCCCGATTCCCATTTCTAA 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       CCTCAATCCAAACGCCCCCTAAGAATACTCAGTGCAGACACTTTTATCTCCACATCACCT 

GLP-RB94F/RB94R-H1      CCTCAATCCAAACGCCCCCTAAGAATACTCAGTGCAGACACTTTTATCTCCACATCACCT 

GLP-RB94F/RB94R-P       CCTCAATCCAAACGCCCCCTAAGAATACTCAGTGCAGACACTTTTATCTCCACATCACCT 

GLP-RB94F/RB94R-H4      CCTCAATCCAAACGCCCCCTAAGAATACTCAGTGCAGACACTTTTATCTCCACATCACCT 

                        ************************************************************ 

 

Figure 45 : Alignement des séquences en acides aminés du gène GLP obtenues à partir des amorces RB93F 
et RB93R chez les six génotypes. B : Boléro ; P : Presto. Les sites en vert correspondent aux acides aminés 
polymorphes. Les acides aminés notés en blanc sur fond noir correspondent à des codons hétérozygotes 
présents chez Boléro et chez Presto. Le codon présent chez Boléro (RCT) code une alanine (A) ou une 
thréonine (T), celui présent chez Presto (CWT) code une leucine (L) ou une glutamine (Q). 
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GLP-RB94F/RB94R-B       CAAACTGTACACTAACAACAGGACACCATGTCCCTGGCCACTTTCTGCTCCTCTCATAAA 

GLP-RB94F/RB94R-H1      CAAACTGTACACTAACAACAGGACACCATGTCCCTGGCCACTTTCTGCTCCTCTCATAAA 

GLP-RB94F/RB94R-P       CAAACTGTACACTAACAACAGGACACCATGTCCCTGGCCACTTTCTGCTCCTCTCATAAA 

GLP-RB94F/RB94R-H4      CAAACTGTACACTAACAACAGGACACCATGTCCCTGGCCACTTTCTGCTCCTCTCATAAA 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       ATAAAAGAAAATATTGTTGTCGACAAGTTACTTTTAATGTTCCGAAGACTAATTTGTCCA 

GLP-RB94F/RB94R-H1      ATAAAAGAAAATATTGTTGTCGACAAGTTACTTTTAATGTTCCGAAGACTAATTTGTCCA 

GLP-RB94F/RB94R-P       ATAAAAGAAAATATTGTTGTCGACAAGTTACTTTTAATGTTCCGAAGACTAATTTGTCCA 

GLP-RB94F/RB94R-H4      ATAAAAGAAAATATTGTTGTCGACAAGTTACTTTTAATGTTCCGAAGACTAATTTGTCCA 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       CTGCATTGTGGATGCTCTAACAACCACTTTTTAGTTAGGTGACGGATTTGTATTGACTCT 

GLP-RB94F/RB94R-H1      CTGCATTGTGGATGCTCTAACAACCACTTTTTAGTTAGGTGACGGATTTGTATTGACTCT 

GLP-RB94F/RB94R-P       CTGCATTGTGGATGCTCTAACAACCACTTTTTAGTTAGGTGACGGATTTGTATTGACTCT 

GLP-RB94F/RB94R-H4      CTGCATTGTGGATGCTCTAACAACCACTTTTTAGTTAGGTGACGGATTTGTATTGACTCT 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       GATTTCATTAATAATGATGGTCCCCACATGCATAAAAATTTTCACCCAGGCAAAATCTTC 

GLP-RB94F/RB94R-H1      GATTTCATTAATAATGATGGTCCCCACATGCATAAAAATTTTCACCCAGGCAAAATCTTC 

GLP-RB94F/RB94R-P       GATTTCATTAATAATGATGGTCCCCACATGCATAAAAATTTTCACCCAGGCAAAATCTTC 

GLP-RB94F/RB94R-H4      GATTTCATTAATAATGATGGTCCCCACATGCATAAAAATTTTCACCCAGGCAAAATCTTC 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       CACTTAGATAAAAAATAATTTTTGATTACTTCTAATTATCTAGTACTTGATTGATGAATT 

GLP-RB94F/RB94R-H1      CACTTAGATAAAAAATAATTTTTGATTACTTCTAATTATCTAGTACTTGATTGATGAATT 

GLP-RB94F/RB94R-P       CACTTAGATAAAAAATAATTTTTGATTACTTCTAATTATCTAGTACTTGATTGATGAATT 

GLP-RB94F/RB94R-H4      CACTTAGATAAAAAATAATTTTTGATTACTTCTAATTATCTAGTACTTGATTGATGAATT 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       CTGTTCTTATTTCAGTGCTGGTTAATGGACTTGTTTGTAAGAACCCGAACAACGCGACTG 

GLP-RB94F/RB94R-H1      CTGTTCTTATTTCAGTGCTGGTTAATGGACTTGTTTGTAAGAACCCGAACAACGCGACTG 

GLP-RB94F/RB94R-P       CTGTTCTTATTTCAGTGCTGGTTAATGGACTTGTTTGTAAGAACCCGAACAACGCGACTG 

GLP-RB94F/RB94R-H4      CTGTTCTTATTTCAGTGCTGGTTAATGGACTTGTTTGTAAGAACCCGAACAACGCGACTG 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       CAGAGGACTTCTTCACCAGTGGATTGAATGAAGCAGGGGACACCTCGAATGCAGTTGGAT 

GLP-RB94F/RB94R-H1      CAGAGGACTTCTTCACCAGTGGATTGAATGAAGCAGGGGACACCTCGAATGCAGTTGGAT 

GLP-RB94F/RB94R-P       CAGAGGACTTCTTCACCAGTGGATTGAATGAAGCAGGGGACACCTCGAATGCAGTTGGAT 

GLP-RB94F/RB94R-H4      CAGAGGACTTCTTCACCAGTGGATTGAATGAAGCAGGGGACACCTCGAATGCAGTTGGAT 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       CAAATGTAACTCTAGTGAATGTTGTCCGGATTCCTGGACTCAACACTCTCAGCCTTTCCA 

GLP-RB94F/RB94R-H1      CAAATGTAACTCTAGTGAATGTTGTCCGGATTCCTGGACTCAACACTCTCAGCCTTTCCA 

GLP-RB94F/RB94R-P       CAAATGTAACTCTAGTGAATGTTGTCCGGATTCCTGGACTCAACACTCTCAGCCTTTCCA 

GLP-RB94F/RB94R-H4      CAAATGTAACTCTAGTGAATGTTGTCCGGATTCCTGGACTCAACACTCTCAGCCTTTCCA 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB94F/RB94R-B       TTGCTC 

GLP-RB94F/RB94R-H1      TTGCTC 

GLP-RB94F/RB94R-P       TTGCTC 

GLP-RB94F/RB94R-H4      TTGCTC 

                        ****** 

 
>GLP-RB94F/RB94R-consensus 

CAAGGTATGGTAATGTGCATGCATGCTTAACTTATATCGGATTTTCTGGCATGTGTCTATGTGCACATATTGGTGTTTGGTTCATGGTTAATGA

GCCCGGTTAACAGGGATCGGAACCTTAATCCCATAACAAGTGTTTGGATTAGTTATTTGGTGCCATGGAATGGGAACCCCAATCCTTTTAGGTG

GTTAAATCATACCCTTCCCACCCCTTGGGTTACCATACCATTCTGATTCTCATTAACCCCCATTCCCATACCCTCCATTCCCATTCCCGATTCC

CATTTCTAACCTCAATCCAAACGCCCCCTAAGAATACTCAGTGCAGACACTTTTATCTCCACATCACCTCAAACTGTACACTAACAACAGGACA

CCATGTCCCTGGCCACTTTCTGCTCCTCTCATAAAATAAAAGAAAATATTGTTGTCGACAAGTTACTTTTAATGTTCCGAAGACTAATTTGTCC

ACTGCATTGTGGATGCTCTAACAACCACTTTTTAGTTAGGTGACGGATTTGTATTGACTCTGATTTCATTAATAATGATGGTCCCCACATGCAT

AAAAATTTTCACCCAGGCAAAATCTTCCACTTAGATAAAAAATAATTTTTGATTACTTCTAATTATCTAGTACTTGATTGATGAATTCTGTTCT

TATTTCAGTGCTGGTTAATGGACTTGTTTGTAAGAACCCGAACAACGCGACTGCAGAGGACTTCTTCACCAGTGGATTGAATGAAGCAGGGGAC

ACCTCGAATGCAGTTGGATCAAATGTAACTCTAGTGAATGTTGTCCGGATTCCTGGACTCAACACTCTCAGCCTTTCCATTGCTC 

 
 

Lors de l’amplification avec le couple d’amorces RB94F/RB94R, nous avons pu obtenir 

Figure 46 : Séquences du gène GLP obtenues à partir des amorces RB94F et RB94R chez quatre génotypes 
de carotte. B : Boléro ; P : Presto. Les zones grisées correspondent aux sites des amorces, les zones colorées 
en jaune à l’intron et les motifs rouges correspondent aux motifs d’épissage de l’intron. La séquence 
consensus est indiquée à la suite de l’alignement. 
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une séquence GLP-b de 860 bp (Fig. 46) pour quatre génotypes (Boléro, H1, Presto et H4) ; 

aucun site polymorphe n’a été relevé après alignement de ces séquences. La séquence GLP-b 

obtenue chez les quatre génotypes présente un intron plus grand que celui de la séquence 

GLP-a (662 pb). 

 

 
GLP-RB93F/RB93R-consensus_1      QPNSQVLLNGLACKNPSTVQASDFSFSGLHISGNTSNAVGSRVTPVAAXQ 

GLP-RB94F/RB94R-consensus_1      ----QVLVNGLVCKNPNNATAEDFFTSGLNEAGDTSNAVGSNVTLVNVVR 

                                     ***:***.****... *.**  ***: :*:*******.** * . : 

 

GLP-RB93F/RB93R-consensus_1      IPGXNTXGISLVRIDYX 

GLP-RB94F/RB94R-consensus_1      IPGLNTLSLSIAX---- 

                                 *** ** .:*:.      

 
 

Comme pour le gène PAL, des génotypes tel que Boléro et Presto présentent des sites 

hétérozygotes avec le premier couple d’amorce (cf. sites encadrés Fig. 44 : un motif W--Y soit 

A--C ou A--T ou T--C ou T--T) et une séquence avec un intron de taille différente avec le 

deuxième couple d’amorces ; nous sommes donc là aussi vraisemblablement en présence de 

deux copies du gène recherché. La comparaison entre les séquences peptidiques consensus 

des deux copies montrent de nombreuses différences de séquences en plus de la différence de 

longueur due à l’intron (Fig. 47). 

 

 
PR1-RB95F/RB95R-B       CCTAGCTAAAGGCAGTGGCTCATTCACAGGTACGGCTGCGGTTAACTTGTGGGTGGCTGA 

PR1-RB95F/RB95R-H1      CCTAGCTAAAGGCAGTGGCTCATTCACAGGTACGGCTGCGGTTAACTTGTGGGTGGCTGA 

PR1-RB95F/RB95R-H4      CCTAGCTAAAGGCAGTGGCTCATTCACAGGTACGGCTGCGGTTAACTTGTGGGTGGCTGA 

PR1-RB95F/RB95R-I2      CCTAGCTAAAGGCAGTGGCTCATTCACAGGTACGGCTGCGGTTAACTTGTGGGTGGCTGA 

PR1-RB95F/RB95R-P       CCTAGCTAAAGGCAGTGGCTCATTCACAGGTACGGCTGCGGTTAACTTGTGGGTGGCTGA 

PR1-RB95F/RB95R-K3      CCTAGCTAAAGGCAGTGGCTCATTCACAGGTACGGCTGCGGTTAACTTGTGGGTGGCTGA 

                        ************************************************************ 

 

PR1-RB95F/RB95R-B       GAAGGCTGATTATAATTACGCGACGAATACGTGTGCCAGC 

PR1-RB95F/RB95R-H1      GAAGGCTGATTATAATTACGCGACGAATACGTGTGCCAGC 

PR1-RB95F/RB95R-H4      GAAGGCTGATTATAATTACGCGACGAATACGTGTGCCAGC 

PR1-RB95F/RB95R-I2      GAAGGCTGATTATAATTACGCGACGAATACGTGTGCCAG- 

PR1-RB95F/RB95R-P       GAAGGCTGATTATAATTACGCGACGAATACGTGTGCCAGC 

PR1-RB95F/RB95R-K3      GAAGGCTGATTATAATTACGCGACGAATACGTGTGCCAGC 

                        ***************************************  

 
>PR1-RB95F/RB95R-consensus 

CCTAGCTAAAGGCAGTGGCTCATTCACAGGTACGGCTGCGGTTAACTTGTGGGTGGCTGAGAAGGCTGATTATAATTACGCGACGAATACGTGT

GCCAGC 

 
 

Enfin, la séquence du gène PR1 a été alignée entre les six génotypes, mais aucun 

polymorphisme n’a été relevé dans cette séquence de 100 bp (Fig. 48). 

 

Figure 48 : Séquences du gène PR1 obtenues à partir des amorces RB95F et RB95R chez les six génotypes 
de carotte. B : Boléro ; P : Presto. Les zones grisées correspondent aux sites des amorces. La séquence 
consensus est indiquée à la suite de l’alignement. 

Figure 47 : Alignement des séquences consensus du gène GLP, traduites en acides aminés (CLUSTAL 
multiple sequence alignment). 
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4. Discussion 

Dans ce chapitre nous avons traité deux aspects. Le premier concerne l’expression de 

gènes suite à l’inoculation par A. dauci. Les résultats de cette partie sont préliminaires et 

restent à confirmer en analysant les échantillons de deux répétitions supplémentaires. Notons 

tout de même qu’un gène, le gène PR4, qui est lié à la voie de l’acide jasmonique, aurait un 

niveau d’expression supérieur chez la variété résistante K3 en réaction à l’inoculation par A. 

dauci comparativement aux autres génotypes. Pour comparaison avec nos résultats, une étude 

protéomique de la réponse d’Arabidopsis thaliana à l’infection par Alternaria brassicicola 

(Mukherjee et al. 2010) montre que deux protéines sont fortement surexprimées en réponse à 

l’attaque par le champignon (cas d’une interaction incompatible) : il s’agit d’une glycosyl-

hydrolase (classe PR4) et d’une osmotine. 

Deux autres gènes ont été testés dans la présente étude, les gènes PR1 et ERF2, ces 

derniers étant liés à d’autres voies de signalisation (acide salicylique et éthylène). Le niveau 

d’expression de ces deux gènes ne serait pas dépendant de l’inoculation de la plante par A. 

dauci et nous n’avons pas observé de différence significative entre les génotypes. Le niveau 

d’expression d’autres gènes de la voie de l’acide jasmonique serait intéressant à analyser avec 

les mêmes modalités de traitement que celles présentées pour le gène PR4. 

L’implication de la voie de l’acide jasmonique par l’analyse du niveau d’expression de 

gènes a été traitée par différents auteurs sur d’autres pathosystèmes que celui qui nous 

intéresse ici. Prenons par exemple des travaux réalisés dans le cas de l’interaction entre le 

pommier et Erwinia amylovora, bactérie nécrogène responsable du feu bactérien (Dugé de 

Bernonville, 2009 ; Dugé de Bernonville et al., 2012 ; Gaucher 2012). Dans ces travaux, le 

niveau d’expression de gènes liés à la voie de l’acide salicylique et de gènes liés à la voie de 

l’acide jasmonique a été mesuré par qPCR, en comparant un génotype sensible et un génotype 

résistant. Les auteurs ont montré que suite à l’infection par la bactérie, le génotype sensible 

montrait une répression des gènes liés à la voie de l’acide jasmonique, répression dépendante 

du système de sécrétion de type III bactérien. Cette régulation négative n’est pas observée 

chez le génotype résistant. Les auteurs concluent sur la présence d’un mécanisme de blocage 

prolongé de la voie de l’acide jasmonique qui correspondrait à un facteur de sensibilité de la 
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plante. 

Par ailleurs, cette même équipe a montré qu’en traitant des pommiers sensibles à E. 

amylovora avec du méthyle jasmonate, une augmentation de la résistance de ces plantes face à 

la bactérie est observée. Des expériences de traitement de génotypes de carotte avec du 

méthyl-jasmonate en comparant des lots témoins à des lots inoculés par A. dauci pourraient 

permettre de vérifier si ce régulateur hormonal a une action sur la résistance au champignon. 

Outre les régulateurs hormonaux considérés précédemment, l’acide abscissique (ABA), 

qui est notamment connu pour son rôle dans les phénomènes de dormance, a également un 

rôle dans la signalisation en lien avec les mécanismes de défense (Cutler et al., 2010). Il aurait 

en effet un rôle positif dans les défenses d’A. thaliana contre certains agents pathogènes 

nécrotrophes, tels que Pythium irregulare et A. brassicicola (Adie et al., 2007 ; Flors et al., 

2008). Parmi les mécanismes possibles, l’ABA interviendrait dans la synthèse de callose. La 

voie de signalisation dépendante de l’ABA mériterait d’être également considérée dans de 

futures études concernant l’interaction carotte-A. dauci. 

D’autres éléments intervenant dans les voies de réponse des plantes aux agents 

pathogènes seraient intéressants à étudier. Ainsi des facteurs de transcription de type WRKY 

ont été identifiés comme ayant un rôle dans des interactions hôte-pathogène (cf. Chapitre I 

Synthèse bibliographique). La surexpression de VvWRKY1 chez la vigne (Marchive et al., 

2013) et de WRKY30 chez le riz (Peng et al., 2012) engendre une augmentation du niveau 

d’expression de gènes liés à la voie de l’acide jasmonique ainsi qu’une augmentation du 

niveau de résistance de la plante face à des agents pathogènes, Plasmopara viticola dans le 

cas de la vigne, Rhizoctonia solani et Magnaporthe grisea dans le cas du riz. Ces facteurs de 

transcription constituent des candidats potentiellement intéressants qui pourraient en partie 

expliquer les différences de niveaux de résistances des génotypes étudiés dans le cas de notre 

pathosystème carotte/A. dauci. 

Les protéines G hétérotrimères sont des éléments universels de transduction de signal 

trouvés dans tous les organismes eucaryotes, y compris les plantes. Les protéines G 

hétérotrimères sont impliquées dans les réponses d’A. thaliana face à des champignons 

nécrotrophes, tels que Fusarium oxysporum ou A. brassicicola (Trusov et al., 2009). Le 

niveau d’implication des voies de signalisation médiées par les protéines G dans la résistance 

à ces deux champignons n’est pas le même : il est plus important dans le cas de l’interaction 

Arabidopsis/F. oxysporum que dans celui impliquant A. brassicicola. Les modalités 

d’intervention des protéines G dans l’interaction plante-pathogène pourraient constituer une 

autre voie d’approche afin d’étudier les mécanismes de la résistance partielle de la carotte 

face à A. dauci. 

 

L’autre aspect traité dans ce chapitre concerne le polymorphisme de séquences observé 

dans des gènes candidats. Ces séquences ont été comparées après alignement chez les six 

génotypes de carotte étudiés (sauf pour une séquence comparée chez quatre génotypes 

seulement). Des séquences ont été obtenues pour quatre gènes : JAR, PAL, GLP, PR1. Les 
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gènes JAR et PR1 n’ont révélé aucun polymorphisme contrairement aux gènes PAL et GLP. 

Pour ces deux derniers gènes, nous avons mis en évidence deux copies chez la carotte, 

nommées respectivement PAL-a, PAL-b et GLP-a, GLP-b. 

Le gène PAL appartient à une famille multigénique. Récemment, il a été rapporté 

l’existence de 4 copies du gène PAL chez Arabidopsis thaliana et chez Medicago truncatula, 

12 chez le riz et 20 chez le maïs (Rawal et al., 2013). Dans notre étude, des sites polymorphes 

ont été mis en évidence pour le gène PAL-a (Fig. 49). Ce polymorphisme est comparé avec le 

niveau de résistance des génotypes déterminé dans le chapitre 3 (§3.1.1) selon le critère visuel 

d’évaluation des symptômes. Les haplotypes H1 et K3 sont identiques d’une part, de même 

que les haplotypes Boléro et Presto d’autre part : on ne distingue donc pas les séquences en 

fonction du  niveau de résistance pour ces quatre génotypes. 

 
H1      GTCG 

P       ATCT 

H4      ACTG 

I2      GTCT 

B       ATCT 

K3      GTCG 

 
 

Le polymorphisme mis en évidence dans la séquence du gène PAL-b est présenté ci-

dessous (Fig. 50). Deux sites distinguent les haplotypes selon le niveau de résistance ; un T est 

présent chez le génotype H1, un Y (c'est-à-dire un T ou un C) est présent chez Presto alors que 

les autres génotypes qui ont un niveau de résistance supérieur à H1 et Presto, possède une 

base C à ce locus. De même, pour le deuxième site mis en évidence dans la figure 50, la 

séquence chez HI et Presto présente un G alors que celle des autres génotypes présente un A. 

Lorsque l’on traduit les séquences en acides aminés, on s’aperçoit que ces mutations sont 

silencieuses, car la séquence peptidique est identique entre les six génotypes. Il n’y a donc pas 

de lien entre le polymorphisme observé au niveau nucléotidique et le niveau de résistance de 

ces six génotypes. 

 
H1      GCTGAC 

P       GCYGAC 

H4      RYCAWY 

I2      GYCAAY 

B       GYCAAT 

K3      GCCAAC 

 
 

Les GLP correspondent également à des familles multigéniques chez les plantes (pour 

exemple voir Zimmermann et al., 2006). Nos résultats ont permis de mettre en évidence deux 

copies de gène GLP, mais une seule se montre polymorphe entre les six génotypes, la 

Figure 50 : Haplotypes du gène PAL-b obtenus à partir des amorces RB92F et RB92R chez les six 
génotypes. B : Boléro ; P : Presto. L’ordre des génotypes de H1 à K3 correspond au niveau croissant de 
résistance. 

Figure 49 : Haplotypes du gène PAL-a obtenus à partir des amorces RB91F et RB91R chez les six 
génotypes. B : Boléro ; P : Presto. L’ordre des génotypes de H1 à K3 correspond au niveau croissant de 
résistance d’après les critères de notations visuelles de la maladie. 
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séquence GLP-b (Fig. 51). Les haplotypes H1 et I2 sont identiques. De même que les 

haplotypes H4 et K3. En revanche les deux génotypes les plus éloignés du point de vue de 

leur résistance à A. dauci, H1 et K3, se distinguent sur la base de cette séquence, nous avons 

donc une corrélation entre le niveau de résistance et le polymorphisme de séquence 

nucléotidique. 

 
H1      TTTTGTTGTCATCGTAA 

P       WWYYTYYTYYSCYAWMT 

H4      AACCTCCTCTGCTATCT 

I2      TTTTGTTGTCATCGTAA 

B       WWYCKYYTYYSCYRTMT 

K3      AACCTCCTCTGCTATCT 

 
 

D’un point de vue peptidique, nous avons deux acides aminés de différence dans les 

séquences de ces deux génotypes (cf. § 3.2.4., Fig. 45) : au niveau d’un 1er site, un A pour le 

génotype H1, un T pour K3 et dans un 2e site, un Q pour H1, un L pour K3. Ces acides aminés 

différents n’appartiennent pas aux mêmes classes. L’alanine (A) est un acide aminé dit 

hydrophobe ou apolaire et donc neutre, qui se caractérise par une chaîne latérale réduite (un 

groupement méthyle). La thréonine (T) portant une fonction hydroxyle sur sa chaîne latérale 

(R) est un acide aminé hydrophile ou polaire et neutre à chaîne latérale ramifiée. La glutamine 

(Q) qui porte une fonction amide appartient à la même classe d’acide aminé que la thréonine. 

La leucine (L) appartient à la même classe d’acide aminé que l’alanine mais sa chaîne latérale 

est ramifiée. La glutamine et la leucine ont un encombrement stérique proche. En revanche, la 

thréonine a un encombrement stérique nettement supérieur à celui de l’alanine (Lehninger, 

1994). 

L’alanine et la leucine vont interagir avec les chaînes latérales d’autres résidus 

hydrophobes ou avec des composés hydrophobes tandis que la thréonine et la glutamine ne le 

pourront pas : les chaînes latérales de ces résidus vont interagir avec d’autres groupements 

polaires (composés ou solvants). Ces changements de caractéristiques physico-chimiques des 

résidus sont donc majeurs et doivent vraisemblablement avoir un impact soit sur le repliement 

de la protéine, soit sur ses possibilités d’interaction avec son ligand (si les acides aminés 

modifiés sont situés au niveau du site actif pour une enzyme ou d’un site de fixation de 

ligand. Donc cela peut être impliqué dans le différentiel de résistance que l’on observe. Pour 

pouvoir confirmer un changement de repliement, il faudrait avoir la séquence entière du gène 

et faire de la modélisation in silico. 

 

On peut également remarquer que la séquence chez I2 est identique à celle de H1, alors 

que le niveau de résistance entre ces génotypes est différent d’après les notations visuelles de 

la maladie. Le niveau de résistance de I2 est par ailleurs inférieur à celui de K3, on peut donc 

imaginer que la séquence GLP-b présente chez K3 expliquerait en partie le niveau de 

Figure 51 : Haplotypes du gène GLP-b obtenus à partir des amorces RB93F et RB93R chez les six 
génotypes. B : Boléro ; P : Presto. L’ordre des génotypes de H1 à K3 correspond au niveau croissant de 
résistance. 
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résistance supérieur par rapport à I2. Le génotype I2 possède une séquence identique à H1 

dans le fragment étudié mais il s’agit peut-être tout de même d’un allèle différent avec un 

polymorphisme situé plus en amont ou en aval de la séquence étudié durant cette thèse. Là 

encore, une étude de la totalité de la séquence de ce gène permettrait d’en apprendre 

davantage. 

En conclusion, quelques séquences polymorphes ont été mises en évidence entre des 

génotypes sensibles et partiellement résistants de carotte : les SNPs générés dans le cadre de 

nos travaux sont utilisés comme marqueurs moléculaires pour les travaux de cartographie des 

QTL de résistance à A. dauci menés dans l’équipe Quarveg de l’UMR IRHS. 
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Conclusion et perspectives 

Les travaux réalisés durant cette thèse avaient pour objectif d’apporter des connaissances 

sur les mécanismes de défense mis en place dans le cadre de la résistance partielle observée 

chez la carotte face à A. dauci. Les différents aspects étudiés et décrits dans le présent 

document, semblent indiquer que plusieurs mécanismes différents concourent à la résistance 

partielle observée. De plus, l’implication de chaque mécanisme semble variable d’une variété 

résistante à l’autre. En effet, deux des six génotypes étudiés ici (K3 et I2), correspondant à des 

résistances partielles vis-à-vis d’A. dauci, ont des comportements différents selon le 

mécanisme observé (résistance à des fractions toxiques du champignon, implication de 

mécanismes de défense liés à la voie de l’acide jasmonique). Pour rappel, dans une étude 

précédente (Boedo et al., 2010), nous avons mis en évidence des résistances qualitativement 

différentes à ce même agent pathogène, en comparant le comportement des variétés 

résistantes commerciales Boléro et Texto face à différentes méthodes d’évaluation de la 

résistance. 

Dans le chapitre II, nous avons étudié l’implication de métabolites produits par la carotte 

dans la résistance partielle de la plante à A. dauci. Nous avons montré que deux molécules, la 

6-méthoxymelléine, une phytoalexine et le falcarindiol, une phytoanticipine, ont un effet 

inhibiteur sur le développement du champignon. Notons que la délimitation de ces deux 

composés en tant que phytoalexine ou phytoanticipine ne serait pas stricte, comme le suggère 

Hammerschmidt (2012), commentant nos résultats publiés dans la revue Physiological and 

Molecular Plant Pathology (Lecomte et al., 2012b). Après inoculation par le champignon, la 

6-méthoxymelléine s’accumule de façon plus importante chez un génotype partiellement 

résistant (Boléro), en comparaison avec un génotype sensible (Presto). Cette phytoalexine 

pourrait donc ralentir le développement in vivo d’A. dauci chez Boléro, comparativement à ce 

qui est observé dans le génotype sensible. En l’absence d’A. dauci, les concentrations en 

falcarindiol sont plus importantes dans les feuilles de Boléro que dans celles de Presto ; ces 

concentrations augmentent dans les deux génotypes inoculés par A. dauci. Nos résultats 

montrent que le falcarindiol aurait une action antifongique plus marquée que la 6-

méthoxymelléine. Nous avons remarqué un effet additif de ces deux molécules qui suggère un 

mode d’action différent sur le champignon.  

Le même type de conclusion peut être tiré d’une autre série d’expérimentations. En effet, 

nous avons montré que le falcarindiol provoquerait une perméabilisation de la membrane 

plasmique. Nous n’avons pas mis en évidence un tel effet dans le cas de la 6-MM. À notre 

connaissance, il n’existe pas d’éléments tangibles dans la bibliographie qui permettraient 

d’expliquer le mode d’action de la phytoalexine vis-à-vis d’A. dauci. D’après nos résultats, 
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nous pouvons conclure que le champignon est relativement tolérant à cette molécule et 

pourrait mettre en œuvre des mécanismes de détoxification, de réduction/suppression de 

synthèse de la phytoalexine ou des mécanismes d’efflux. Ces mécanismes restent cependant à 

démontrer dans le cas de l’interaction carotte/A. dauci. D’autres molécules à effets 

antifongiques peuvent exister chez la carotte. Lors du dosage in planta de la 6-MM par 

HPLC, des composés présents dans les extraits végétaux et détectés avec la méthode mise au 

point pour la phytoalexine sont apparus en concentration différente chez les génotypes 

résistant et sensible. Il y aurait un intérêt à identifier et caractériser ces molécules de façon 

précise. 

Après s’être intéressés à des composés antimicrobiens produits par la plante en réponse à 

une attaque pathogène, nous avons, dans le chapitre III, étudié des molécules toxiques 

produites par l’agent pathogène pour attaquer son hôte et analysé dans quelle mesure certains 

génotypes de la plante peuvent y résister. Il s’agissait de vérifier le lien entre la résistance de 

génotypes de carotte au niveau de la plante entière face au champignon et la résistance des 

cellules végétales de ces mêmes génotypes face aux composés toxiques produits par A. dauci. 

À partir d’un système in vitro mis au point durant cette thèse, nous avons pu montrer que les 

génotypes utilisés ont un comportement différentiel face aux extraits fongiques. Nous avons 

observé l’effet toxique provoqué par des composés produits par le champignon sur des 

cellules de carotte ; cet effet toxique a été évalué par différents critères : viabilité des cellules 

végétales, capacité de formation d’embryons par ces cellules et activité enzymatique générale 

(test FDA). En ce qui concerne les génotypes à résistance partielle, il est à noter qu’I2 

présente une résistance aux composés fongiques d’un niveau supérieur à celle de K3. De plus, 

nous avons montré que le ou les composés responsables des effets observés se trouvent dans 

la fraction organique des extraits fongiques, mais que le zinniol ne serait pas impliqué dans le 

phénomène. La classification du zinniol en tant que phytotoxine a d’ailleurs été récemment 

mise en cause (Qui et al. 2010). 

La résistance partielle de la carotte à A. dauci est donc au moins en partie due à une 

résistance à des composés toxiques produits par le champignon. Cette idée est renforcée par le 

fait qu’il existe une assez bonne corrélation entre les résultats obtenus sur la résistance aux 

fractions toxiques des cultures cellulaires et ceux obtenus sur plante entière (résistance 

évaluée par les notations visuelles ou par quantification de la biomasse fongique par qPCR). 

Toutefois le génotype le plus résistant face au champignon au niveau de la plante entière (K3) 

n’est pas celui qui résiste le plus aux composés toxiques (I2). Il existe donc d’autres 

mécanismes intervenant dans cette résistance partielle. Pour cela, nous avons émis une 

hypothèse pouvant expliquer autrement la résistance partielle de la carotte à A. dauci. Cette 

hypothèse a fait l’objet du chapitre IV.  

D’un point de vue technique, nous pouvons envisager une variante de la méthode FDA 

afin de quantifier l’effet des extraits fongiques sur les cellules végétales. Il est possible 

d’effectuer la coloration directe des cellules avec la FDA (les cellules deviennent 

fluorescentes sous lumière UV après pénétration de la FDA). L’observation microscopique de 
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ces cellules permet alors une analyse d’image basée sur le calcul des surfaces des cellules 

vivantes et des cellules mortes. Des tests préliminaires ont été menés au laboratoire, et il 

semble qu’une observation trois jours après inoculation permette de mettre en évidence un 

différentiel entre des cellules issues de K3 et celles de H1 (Hamama, com. pers.). Cette 

méthode permettrait d’alléger le travail lié à la préparation des extraits et la réaction 

enzymatique, et ainsi d’analyser plus rapidement un nombre important d’échantillons. 

D’un point de vue scientifique, nous avons mis en évidence que les composés 

responsables de l’effet toxique observé sont présents dans la fraction organique des extraits 

fongiques. La prochaine étape sera de caractériser de façon précise ces composés toxiques. 

Pour ce faire, la phase organique de l’extrait sera fractionnée par chromatographie 

préparative. Les fractions obtenues seront ensuite appliquées sur les cellules afin d’évaluer 

leur toxicité. Ce travail sera réalisé en collaboration avec le laboratoire SONAS. Par ailleurs, 

il serait également intéressant de tester des extraits fongiques provenant de différentes 

souches du champignon. En effet la composition de ces extraits varie probablement avec le 

niveau d’agressivité d’A. dauci. 

Dans le chapitre IV, nous nous sommes intéressés aux gènes de défense décrits chez les 

plantes. A. dauci étant un champignon nécrotrophe, nous avons particulièrement étudié des 

gènes liés à la voie des jasmonates. L’implication de ces gènes dans le polymorphisme de 

résistance a été observée à deux niveaux : celui d’un différentiel d’expression, et celui d’un 

polymorphisme de séquences qui engendre une modification du produit du gène, le rendant 

plus ou moins efficace contre l’agent pathogène. 

Sur la base de résultats préliminaires, nous avons montré une surexpression du gène PR4 

(activité chitinase potentielle) chez le génotype K3 suite à l’inoculation par A. dauci, 

comparativement aux autres génotypes étudiés (y compris le génotype I2). Il s’agit d’un 

résultat à confirmer (deux autres répétitions à analyser). Notre étude a porté sur un nombre 

très limité de gènes candidats, et à ce stade il est difficile d’affirmer que la voie de l’acide 

jasmonique est réellement impliquée dans la résistance de la carotte à A. dauci. 

 

Sur la base des résultats obtenus dans le chapitre III (effet des extraits fongiques) et du 

chapitre IV (expression de gènes de défense), nous pouvons conclure que deux des génotypes 

utilisés dans cette étude, considérés comme partiellement résistants, diffèrent par le niveau 

d’implication de différents mécanismes de résistance : I2 résisterait mieux aux composés 

toxiques du champignon, tandis que chez K3, l’expression d’un gène de défense liée à la voie 

de l’acide jasmonique serait activée. À notre connaissance, nos travaux montrent pour la 

première fois, pour le pathosystème étudié, le lien entre une résistance aux toxines et une 

résistance partielle. Dans le cas de l’interaction entre la tomate et Alternaria alternata 

(production de la toxine AAL), il a été montré que la voie de l’AJ serait modulée par l’agent 

pathogène, afin que ce dernier puisse infecter la plante devenue sensible via cette modulation. 

La voie de l’AJ ne serait pas impliquée dans les défenses de la plante à la toxine fongique 

(Egusa et al., 2009). Dans l’interaction carotte/A. dauci, la relation existant entre la résistance 
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de la plante aux composés toxiques du champignon et les défenses basées sur la voie de l’AJ 

reste à élucider. Pour cela, il serait intéressant d’analyser l’expression des gènes candidats 

étudiés au cours de la thèse (chapitre IV) dans des cellules végétales mises en contact avec les 

extraits fongiques. Des travaux de ce type ont été réalisés par Ramirez-Suero et al. (2012) sur 

des cals de Vitis vinifera traités par des filtrats extracellulaires des deux champignons 

pathogènes de la vigne. Des échantillons de cellules des différents génotypes traités avec les 

fractions toxiques du champignon, tels que ceux décrits dans le chapitre III, ont été collectés 

et sont conservés pour de futures analyses. 

 

Concernant la deuxième partie du chapitre IV, ayant trait au polymorphisme de séquences 

des gènes de la voie de l’acide jasmonique, des SNPs ont été détectés sur deux des quatre 

gènes étudiés. Pour le gène PAL, les SNPs mis en évidence entre les génotypes ne modifient 

pas la séquence peptidique de la protéine codée par ce gène, ils n’ont donc pas d’effet sur 

cette protéine. En revanche pour le gène GLP, nous avons mis en évidence une séquence 

peptidique différente entre les génotypes K3 et H1 qui pourrait expliquer, au moins 

partiellement, le niveau de résistance de K3. Des investigations supplémentaires seraient 

nécessaires afin d’étudier de façon fine cette différence de protéine GLP entre les deux 

génotypes. Les gènes de la famille des GLP ont été mis en évidence dans des résistances 

partielles chez l’orge (Zimmermann et al., 2006), le riz (Davidson et al., 2009) et le colza 

(Rietz et al., 2012). Ils colocalisent avec des QTLs de résistance (pour revue, Boyd et al., 

2013). Au sein de l’équipe QuaRVeg, les génotypes utilisés au cours de cette thèse 

correspondent à des parents de croisement pour l’obtention d’une carte génétique. La 

cartographie des gènes candidats étudiés pendant la thèse permettra de montrer s’il existe une 

colocalisation entre les QTLs de résistance à A. dauci (Le Clerc, com. pers.) et ces gènes 

candidats. Des marqueurs moléculaires correspondant aux SNPs mis en évidence seront 

prochainement testés sur les génotypes en ségrégation. 

 

Dans le chapitre IV de cette thèse, nous avons étudié les mécanismes impliqués dans la 

résistance partielle de la carotte à A. dauci en analysant les profils d’expression ou le 

polymorphisme de séquences de quelques gènes candidats, potentiellement impliqués dans les 

défenses de la plante au champignon. Au démarrage de la thèse, il n’existait pas de données 

de séquençage concernant la carotte, obtenues par des approches globales. Depuis, le 

séquençage d’ESTs de la carotte a été réalisé et le transcriptome assemblé a été publié (Iorizzo 

et al., 2011). Le séquençage du génome de la carotte est en cours d’achèvement (Briard, com. 

pers.). Ces nouvelles données génomiques pourraient être utilisées pour la recherche de 

polymorphisme de séquences et l’analyse de l’expression des gènes ciblés, en s’intéressant 

dans un premier temps aux gènes de défense liés à la voie de l’acide jasmonique afin de 

poursuivre l’exploration de cette voie en prolongement des travaux de thèse présentés ici. 

Nous pourrons ainsi avoir accès à un plus grand nombre de séquences issues du génome de la 

carotte et donc nous affranchir de l’utilisation d’amorces dégénérées et du clonage de gènes 
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candidats. À partir de ces séquences identifiées sur le génome, il sera possible de concevoir 

des amorces nous permettant l’analyse d’une séquence plus longue du gène voire de la 

séquence entière ; cette approche augmentera considérablement les chances de mettre en 

évidence du polymorphisme. 

 

Parallèlement une analyse globale de l’expression de gènes via l’utilisation de 

microarrays pourrait être mise en œuvre afin de mettre en évidence les familles de gènes 

différentiellement exprimées dans un génotype partiellement résistant (tel que K3) et un 

génotype sensible (par ex. H1) en réponse à l’infection par A. dauci. De tels travaux ont été 

récemment menés par Jubault et al. (2013) dans le cadre de l’étude de la résistance partielle 

d’A. thaliana à Plamodiophora brassicae, agent biotrophe responsable de la hernie des 

Brassicacées. Les résultats de cette étude mettent en évidence que la résistance partielle est 

liée à des modifications du métabolisme primaire de l’hôte et des processus de division et 

d’élongation cellulaire. Une approche du même type via l’utilisation de microarrays a été 

réalisée dans le cas de l’interaction du pommier avec la bactérie nécrogène Erwinia 

amylovora (Gaucher, 2012). Cette étude démontre notamment l’implication de la voie de l’AJ 

dans la résistance à cette bactérie. En termes de perspectives concernant nos travaux, une 

approche de type séquençage massif (RNAseq) pourrait également être proposée : il s’agirait 

de comparer les transcrits des génotypes K3 et I2 et un génotype sensible comme H1. Ces 

génotypes pourraient être confrontés à des souches d’A. dauci d’agressivité différente, en se 

basant sur l’étude de Boedo et al. (2012) qui met en évidence quatre niveaux d’agressivité 

chez cette espèce. De même que pour l’espèce carotte, très peu de séquences génomiques de 

l’agent pathogène A. dauci étaient disponibles dans les bases de données au début de la thèse. 

Le séquençage du transcriptome de ce champignon a été récemment réalisé au sein de 

l’équipe FungiSem de l’IRHS, en collaboration avec R. Berruyer. Ce transcriptome est en 

cours d’analyse. Les données de séquences obtenues dans ce cadre pourraient être exploitées, 

notamment pour rechercher des gènes de synthèse de toxines ; ceci en lien avec les travaux 

sur la caractérisation des fractions toxiques d’A. dauci menés en collaboration avec le 

laboratoire SONAS. Des travaux menés dans l’équipe FungiSem sur l’espèce A. brassicicola, 

agent du Black Spot des Brassicacées s’intéressent aux mécanismes de défense du 

champignon vis-à-vis de molécules de défense de la plante (Calmes, 2011 ; Joubert et al., 

2011). Pour réaliser ces travaux, l’équipe étudie le comportement de mutants d’A. 

brassicicola obtenus par transformation. Cette technique pourrait être appliquée à A. dauci 

afin de comparer des souches productrices de toxines de souches déficientes dans cette 

production. Ce matériel fongique pourra être utilisé dans de futures expériences visant à 

mieux comprendre les mécanismes de résistance partielle chez la carotte. 
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Composés 
Concentration massique dans 

la solution mère (g.L
-1

) 
Volume par litre 
de milieu (mL) 

Concentration massique 
dans le milieu (mg.L

-1
) 

M
ac

ro
él

é
m

en
ts

 KNO3 25 

20 

500 

CaCl2, 2H2O 1,5 30 

MgSO4, 7H2O 2,5 50 

(NH4)2SO4 1,34 26,8 

NaH2PO4, H2O 1,5 30 

M
ic

ro
él

ém
en

ts
 

H3BO3 3 

1 

3 

MnSO4, H2O 10,0 10 

ZnSO4, 7H2O 2 2 

KI 0,75 0,75 

CoCl2, 6H2O 0,025 0,025 

CuSO4, 5H2O 0,025 0,025 

Na2MoO4, 2H2O 0,250 0,25 

Fe
-E

D
TA

 

FeSO4, 7H2O 5,57 
5 

27,85 

Na2-EDTA 7,45 37,25 

V
it

am
in

e
s 

Acide nicotinique 0,5 

1 

0,5 

Chlorhydrate de thiamine 5 5 

Chlorhydrate de pyridoxal 0,5 0,5 

Myo-inositol 100 100 

Saccharose     30.10
3
 

Eau distillée   qsp 1L   

 
pH ajusté à 5,8 par ajout de NaOH ou HCl 

� Pour un milieu solide, ajouter 7 g.L
-1

 de gélose 

 

 



Annexe 2 : Gammes étalon de la Fluorescéine et du réactif de Bradford 

 
185 

 
 

 

 
 

 

y = 34820x
R² = 0,9907

0

50 000

100 000

150 000

200 000

250 000

300 000

0 1 2 3 4 5 6 7 8

F
lu

o
re

sc
e

n
ce

 (
R

F
U

)

Concentration (µM)

Fluorescéine

y = 8,638x
R² = 0,9808

0,000

0,200

0,400

0,600

0,800

1,000

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

A
b

so
rb

a
n

ce
 (

O
D

)

Concentration (mg/mL)

Bradford
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Symbole Code 3c AA Codons Codons dégénérés 

A Ala Alanine GCT, GCC, GCA, GCG GCN 

C Cys Cystéine TGT, TGC TGY 

D Asp Acide aspartique GAT, GAC GAY 

E Glu Acide glutamique GAA, GAG GAR 

F Phe Phénylalanine TTT, TTC TTY 

G Gly Glycine GGT, GGC, GGA, GGG GGN 

H His Histidine CAT, CAC CAY 

I Ile Isoleucine ATT, ATC, ATA ATH 

K Lys Lysine AAA, AAG AAR 

L Leu Leucine 
TTG, TTA 

CTT, CTC, CTA, CTG 
TTN + CTR 

M Met Méthionine ATG ATG 

N Asn Asparagine AAT, AAC AAY 

P Pro Proline CCT, CCC, CCA, CCG CCN 

Q Gln Glutamine CAA, CAG CAR 

R Arg Arginine 
CGT, CGC, CGA, CGG 

AGA, AGG 
CGN + AGR 

S Ser Sérine 
TCT, TCC, TCA, TCG 

AGT, AGC 
TCN + AGY 

T Thr Thréonine ACT, ACC, ACA, ACG ACN 

V Val Valine GTT, GTC, GTA, GTG GTN 

W Trp Tryptophane TGG TGG 

X Xxx Inconnu -  

Y Tyr Tyrosine TAT, TAC TAY 

* End Stop TAA, TAG, TGA TAR + TGA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Code génétique des acides aminés. 
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IUB/GCG Base Complément 

A A T 

C C G 

G G C 

T/U T A 

M A ou C K 

R A ou G Y 

W A ou T W 

S C ou G S 

Y C ou T R 

K G ou T M 

V A ou C ou G B 

H A ou C ou T D 

D A ou G ou T H 

B C ou G ou T V 

X/N G ou A ou T ou C X 

. ni G ni A ni T ni C . 

 

 

Code dégénéré des nucléotides. 
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Nom Gène cible Longueur (pb) Séquence 5'-3' 

RB44F LOX2 20 GAYTAYCCITWYGCNAACGA 

RB45F LOX2 20 GAYTAYCCITWYGCNAATGA 

RB44R LOX2 20 TAYTGICCRAARTTIACNGC 

RB45R LOX2 20 TAYTGICCRAARTTIAANGC 

RB46R LOX2 20 TAYTGICCRAARTTYAGNGC 

RB96F LOX2 23 TAYGAYTAYGAYRTITAYAACGA 

RB97F LOX2 23 TAYGAYTAYGAYRTITAYAATGA 

RB96R LOX2 22 GCRTTDATYTCCATIGTRTAYC 

RB97R LOX2 22 GCRTTDATYTCCATIGTRTARC 

RB98F LOX2 23 AARCCICARTGGAARGARGTNTT 

RB99F LOX2 23 AARCCICARTGGAARCARGTNTT 

RB98R LOX2 23 AAIACYTSYTTCCAYTGNGGCTT 

RB99R LOX2 23 AAIACYTSYTTCCAYTGNGGTTT 

RB110F AOS 23 CTITTYACNGGIACNTTCATGCC 

RB111F AOS 23 CTITTYACNGGIACNTTTATGCC 

RB112F AOS 23 TTRTTYACIGGNACITTYATGCC 

RB110R AOS 23 TCYTTICCNGCRCAYTGYTTATT 

RB111R AOS 23 TCYTTICCNGCRCAYTGYTTGTT 

RB119F AOC 23 TTYTAYTTYGGIGAYTAYGGYCA 

RB120F AOC 23 TTYTAYTTYGGIGAYTAYGGRCA 

RB119R AOC 23 CCYTTIAGRTARAAIGTRTARAA 

RB120R AOC 23 CCYTTYAARTARAAIGTRTARAA 

RB47F JAR1 22 ACITTYGARSARGTITGGGAAG 

RB47R JAR1 23 GGYTCCATISWICCIGTCATAAT 

RB48F JAR1 22 ACITTYGARSARGTITGGGAGG 

RB48R JAR1 23 GGYTCCATISWICCIGTCATCAT 

RB49R JAR1 23 GGYTCCATISWICCIGTCATTAT 

RB51R JAR1 23 TCIGTRTTYTTRTCHATRTTCAT 

RB52R JAR1 23 TCIGTRTTYTTRTCHATRTTTAT 

RB53F COI1 23 AARITIGAIAARTGYTCNGGNTT 

RB54F COI1 23 AARITIGAIAARTGYAGYGGNTT 

RB53R COI1 22 CITCITCRTCYTCCATNYCTTG 

RB54R COI1 22 CITCITCRTCYTCCATNYCCTG 

RB55F JAZ3 20 ATGGARMGIGAYTTYTTNGG 

RB56F JAZ3 20 ATGGARMGIGAYTTYMTRGG 

RB55R JAZ3 22 CIGCRTARAADATIGTNARCTG 

RB56R JAZ3 22 CIGCRTARAADATIGTNARTTG 

RB104F JAZ3 23 CARAARGCICAAGCIATHATGTT 

RB105F JAZ3 23 CARAARGCICAGGCIATHATGTT 

RB104R JAZ3 22 CYTTICGIGCYTGIGGNACRGC 

RB105F JAZ3 22 CYTTICGIGCYTGIGGNACYGC 

RB106R JAZ3 22 CYTTYCTIGCYTGIGGNACRGC 

RB107R JAZ3 22 CYTTYCTIGCYTGIGGNACYGC 

RB57F MYC2 23 TGGACITAYGCIATHTTYTGGCA 

RB57R MYC2 23 AACCAITCIGTRTCNGTNACCTC 

RB58R MYC2 23 AACCAITCIGTRTCNGTNACTTC 

RB113F NINJA 23 ACIGCIGARAAYGARGAYGTRGC 

RB114F NINJA 23 ACIGCIGARAAYGARGAYGTYGC 

Amorces dégénérées utilisées. Légendes : RBxxF : amorce forward ; RBxxR : amorce reverse. 
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Nom Gène cible Longueur (pb) Séquence 5'-3' 

RB113R NINJA 23 TGIACNGGIGARTANCCRAACAT 

RB114R NINJA 23 TGIACIGGRCTRTANCCRAACAT 

RB102F MPK4 23 AARATHGGIAAYGCIGARGACAA 

RB103F MPK4 23 AARATHGGIAAYGCIGARGATAA 

RB102R MPK4 23 ACIACRTARAANGTCATRAAATC 

RB103R MPK4 23 ACIACRTARAANGTCATRAAGTC 

RB66F CHI-B 21 CAIGARACIACIGGNGGSTGG 

RB67F CHI-B 21 CAIGARACIACIGGNGGWTGG 

RB66R CHI-B 23 TCIARICCICCRTTDATDATATT 

RB67R CHI-B 23 TCIARICCICCRTTDATDATATT 

RB70R PR4-HEL 23 CCICCRTTIGARCAITGRTCNAC 

RB71R PR4-HEL 23 CCICCRTTRCTRCAITGRTCNAC 

RB71F PR4-HEL 23 GCITAITGYTCIACNTGGGAYGC 

RB72F PR4-HEL 23 GCITAITGYAGYACNTGGGAYGC 

RB100F PR4-HEL 23 AARTAYGGITGGACIGCNTTATG 

RB101F PR4-HEL 23 AARTAYGGITGGACIGCNTTGTG 

RB100R PR4-HEL 23 CCRCARTTIACRAAYTGRTAATT 

RB101R PR4-HEL 23 CCRCARTTIACRAAYTGRTAGTT 

RB115F PR5-TLP 23 GTITCNCTIGTNGAYGGITAYAA 

RB116F PR5-TLP 23 GTIAGYCTIGTNGAYGGITAYAA 

RB117F PR5-TLP 23 GTIAGYTTRGTIGAYGGNTAYAA 

RB118F PR5-TLP 23 GTITCNTTRGTIGAYGGNTAYAA 

RB115R PR5-TLP 23 TCRTCRTAIGCRTAIGARTARGC 

RB116R PR5-TLP 23 TCRTCRTAIGCRTAIGARTAYGC 

RB117R PR5-TLP 23 TCRTCRTAIGCRTARCTRTARGC 

RB118R PR5-TLP 23 TCRTCRTAIGCRTARCTRTAYGC 

RB72R PDF1.2 23 GCICCRTGIGCIGCNCCYTCCCA 

RB73F PDF1.2 24 TGIGARAARCCITCIAARACNTGG 

RB74F PDF1.2 24 TGIGARAARCCIAGYAARACWTGG 

RB75F PDF1.2 24 TGIGARAARCCIAGYAARACSTGG 

RB68F GLP 23 CCITTICARGAITTYTGYGTNGC 

RB69F GLP 23 CCICTRCARGAITTYTGCGTNGC 

RB70F GLP 23 CCICTRCARGAITTYTGTGTNGC 

RB68R GLP 23 CGIGGRTGIGTRTGIGGNGGRTT 

RB69R GLP 23 CTIGGRTGIGTRTGIGGNGGRTT 

RB81R PAL 20 CCIAARCARGAICGNTAYGC 

RB82F PAL 23 AARCCIAARCARGAIAGRTAYGC 

RB82R PAL 23 ARITCIGARAAITGNGCRAACAT 

RB83R PAL 23 ARITCRCTRAAITGIGCRAACAT 

RB76F PR1 23 TCIGGIGGICCITAYGGNGARAA 

RB77F PR1 23 AGYGGIGGICCITAYGGNGARAA 

RB76R PR1 24 IACIACYTGIGTRTARTGNCCACA 

RB77R PR1 24 IACIACYTGIGTRTARTGNCCGCA 

RB108F ERF2 24 AARGARAAYGAYTCIGARGACATG 

RB109F ERF2 24 AARGARAAYGAYTCIGARGATATG 

RB108R ERF2 23 ATYTCIGCIGCRAAYTTMCCCCA 

RB109R ERF2 23 ATYTCIGCIGCRAAYTTKCCCCA 
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> Dataset <- read.table("clipboard", header=TRUE, sep="\t", na.strings="NA", 

dec=",", strip.white=TRUE) 

 

> fix(Dataset) 

 

> LinearModel.1 <- lm(PR4 ~ Traitement, data=Dataset) 

 

> summary(LinearModel.1) 

 

Call: 

lm(formula = PR4 ~ Traitement, data = Dataset) 

 

Residuals: 

    Min      1Q  Median      3Q     Max  

-0.9395 -0.2421 -0.1045  0.2702  0.8080  

 

Coefficients: 

                 Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)     

(Intercept)       -0.7928     0.1885  -4.205 0.000436 *** 

Traitement[T.j7]  -0.7928     0.2666  -2.973 0.007518 **  

Traitement[T.j9]  -0.3826     0.2666  -1.435 0.166737     

Traitement[T.T-]  -0.8116     0.2666  -3.044 0.006412 **  

--- 

Signif. codes:  0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1  

 

Residual standard error: 0.4618 on 20 degrees of freedom 

Multiple R-squared: 0.3858, Adjusted R-squared: 0.2936  

F-statistic: 4.187 on 3 and 20 DF,  p-value: 0.01877  

 

 

> library(multcomp, pos=4) 

 

> library(abind, pos=4) 

 

> AnovaModel.2 <- aov(PR4 ~ Traitement, data=Dataset) 

 

> summary(AnovaModel.2) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)   

Traitement   3  2.679  0.8931   4.187 0.0188 * 

Residuals   20  4.266  0.2133                  

--- 

Signif. codes:  0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1  

 

> numSummary(Dataset$PR4 , groups=Dataset$Traitement, statistics=c("mean", "sd")) 

          mean        sd data:n 

j13 -0.7927989 0.4770678      6 

j7  -1.5855556 0.5957025      6 

j9  -1.1754444 0.4676465      6 

T-  -1.6043914 0.2281937      6 

 

> waller.test(Dataset$PR4, Dataset$Traitement, 20, 0.2133, 4.187) 

 

Study: 

 

Waller-Duncan K-ratio t Test for Dataset$PR4  

 

This test minimizes the Bayes risk under additive 

loss and certain other assumptions. 

                           ...... 

K ratio                  100.0000 

Error Degrees of Freedom  20.0000 

Error Mean Square          0.2133 

F value                    4.1870 

Critical Value of Waller   2.1900 

 

Dataset$Traitement,  means 
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    Dataset.PR4    std.err r      Min.       Max. 

j13  -0.7927989 0.19476210 6 -1.234460 -0.0799141 

j7   -1.5855556 0.24319453 6 -2.525060 -0.8072966 

j9   -1.1754444 0.19091589 6 -1.602104 -0.3674360 

T-   -1.6043914 0.09315969 6 -1.874848 -1.3009806 

 

Minimum Significant Difference 0.5839544 

Means with the same letter are not significantly different. 

 

Comparison of treatments 

 

Groups, Treatments and means 

a   j13   -0.7928  

ab   j9    -1.175  

 b   j7    -1.586  

 b   T-    -1.604  

 

> LinearModel.3 <- lm(PR4 ~ Génotype, data=Dataset) 

 

> summary(LinearModel.3) 

 

Call: 

lm(formula = PR4 ~ Génotype, data = Dataset) 

 

Residuals: 

     Min       1Q   Median       3Q      Max  

-1.09247 -0.20359 -0.00448  0.26982  0.82787  

 

Coefficients: 

               Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)     

(Intercept)     -1.7579     0.2571  -6.836 2.13e-06 *** 

Génotype[T.H1]   0.2458     0.3637   0.676   0.5077     

Génotype[T.H4]   0.6041     0.3637   1.661   0.1140     

Génotype[T.I2]   0.5074     0.3637   1.395   0.1799     

Génotype[T.K3]   0.9755     0.3637   2.682   0.0152 *   

Génotype[T.P]    0.4771     0.3637   1.312   0.2061     

--- 

Signif. codes:  0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1  

 

Residual standard error: 0.5143 on 18 degrees of freedom 

Multiple R-squared: 0.3145, Adjusted R-squared: 0.1241  

F-statistic: 1.652 on 5 and 18 DF,  p-value: 0.1973  

 

 

> AnovaModel.4 <- aov(PR4 ~ Génotype, data=Dataset) 

 

> summary(AnovaModel.4) 

            Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 

Génotype     5  2.184  0.4369   1.652  0.197 

Residuals   18  4.761  0.2645                

 

> numSummary(Dataset$PR4 , groups=Dataset$Génotype, statistics=c("mean", "sd")) 

         mean        sd data:n 

B  -1.7578692 0.5629583      4 

H1 -1.5120700 0.3347772      4 

H4 -1.1537324 0.6606511      4 

I2 -1.2504286 0.1181256      4 

K3 -0.7823737 0.7873466      4 

P  -1.2808115 0.2959766      4 

 

> waller.test(Dataset$PR4 , Dataset$Génotype, 18, 0.2645, 1.652) 

 

Study: 

 

Waller-Duncan K-ratio t Test for Dataset$PR4  

 

This test minimizes the Bayes risk under additive 

loss and certain other assumptions. 
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                           ...... 

K ratio                  100.0000 

Error Degrees of Freedom  18.0000 

Error Mean Square          0.2645 

F value                    1.6520 

Critical Value of Waller   2.6640 

 

Dataset$Génotype,  means 

 

   Dataset.PR4    std.err r      Min.       Max. 

B   -1.7578692 0.28147916 4 -2.525060 -1.1773823 

H1  -1.5120700 0.16738858 4 -1.759559 -1.0254922 

H4  -1.1537324 0.33032554 4 -1.697942 -0.3258574 

I2  -1.2504286 0.05906282 4 -1.371795 -1.0944780 

K3  -0.7823737 0.39367329 4 -1.874848 -0.0799141 

P   -1.2808115 0.14798831 4 -1.628998 -0.9136869 

 

Minimum Significant Difference 0.9687954 

Means with the same letter are not significantly different. 

 

Comparison of treatments 

 

Groups, Treatments and means 

a   K3   -0.7824  

ab   H4   -1.154  

ab   I2   -1.25  

ab   P    -1.281  

ab   H1   -1.512  

 b   B    -1.758 
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PR1-RB76F/RB76R-c7      CGGGGGGGCCGTATGGGGAGAACCTAGCTAAAGGCAGTGGCTCATTCACAGGTACGGCTG 

PR1-RB76F/RB76R-c2      CGGGGGGGCCGTATGGGGAGAACCTAGCTAAAGGCAGTGGCTCATTCACAGGTACGGCTG 

                        ************************************************************ 

 

PR1-RB76F/RB76R-c7      CGGTTAACTTGTGGGTGGCTGAGAAGGCTGATTATAATTACGCGACGAATACGTGTGCCA 

PR1-RB76F/RB76R-c2      CGGTTAACTTGTGGGTGGCTGAGAAGGCTGATTATAATTACGCGACGAATACGTGTGCCA 

                        ************************************************************ 

 

PR1-RB76F/RB76R-c7      GCGGGAAGGTGTGTGGGCACTATACCCAGGTCGTC 

PR1-RB76F/RB76R-c2      GCGGGAAGGTGTGTGGCCACTACACCCAGGTCGTC 

                        **************** ***** ************ 

 
>PR1-consensus_3 

GGPYGENLAKGSGSFTGTAAVNLWVAEKADYNYATNTCASGKVCGHYTQVV 

 
 

 

 
ERF2-RB108F/RB109R-c4      AAGGAAAACGATTCGGAGGACATGGTACTCCAACAAGTCCTCGACGAGGC 

ERF2-RB108F/RB109R-c8      AAGGAGAACGATTCGGAGGACATGGTACTCCAACAAGTCCTCGACGAGGC 

ERF2-RB108F/RB109R-c9      AAAGAGAACGATTCGGAGGACATGGTACTCCAACAAGTCCTCGACGAGGC 

ERF2-RB108F/RB109R-c7      AAGGAGAATGATTCGGAAGACATGGTACTCCAACAAGTCCTCGACGAGGC 

ERF2-RB108F/RB109R-c3      AAAGAGAATGATTCGGAAGACATGGTACTCCAACAAGTCCTCGACGAGGC 

                           ** ** ** ******** ******************************** 

 

ERF2-RB108F/RB109R-c4      CCAAGCCATCACTCTTCCCCTCTACCACCAACAAAGTCATCGAAATCCTG 

ERF2-RB108F/RB109R-c8      CCAAGCCATCACTCTTCCCCTCTACCACCAACAAAGTCATCGAAATCCTG 

ERF2-RB108F/RB109R-c9      CCAAGCCATCACTCTTCCCCTCTACCACCAACAAAGTCATCGAAATCCTG 

ERF2-RB108F/RB109R-c7      CCAAGCCATCACTCTTCCCCTCTACCACCAACAAAGTCATCGAAATCCTG 

ERF2-RB108F/RB109R-c3      CCAAGCCATCACTCTTCCCCTCTACCACCAACAAAGTCATCGAAATCCTG 

                           ************************************************** 

 

ERF2-RB108F/RB109R-c4      GTTCCGTCACTGACCCAACACGGGTCATAAGCAAGAAGAAGCACTACAGA 

ERF2-RB108F/RB109R-c8      GTTCCGTCACTGACCCAACACGGGTCATAAGCAAGAAGAAGCACTACAGA 

ERF2-RB108F/RB109R-c9      GTTCCGTCACTGACCCAACACGGGTCATAAGCAAGAAGAAGCACTACAGA 

ERF2-RB108F/RB109R-c7      GTTCCGTCACTGACCCAACACGGGTCATAAGCAAGAAGAAGCACTACAGA 

ERF2-RB108F/RB109R-c3      GTTCCGTCACTGACCCAACACGGGTCATAAGCAAGAAGAAGCACTACAGA 

                           ************************************************** 

 

ERF2-RB108F/RB109R-c4      GGGGTGAGGCGCCGTCCTTGGGGAAAATTTGCCGCCGAGAT 

ERF2-RB108F/RB109R-c8      GGGGTGAGGCGCCGTCCTTGGGGCAAATTYGCCGCCGAGAT 

ERF2-RB108F/RB109R-c9      GGGGTGAGGCGCCGTCCTTGGGGAAAATTCGCCGCCGAGAT 

ERF2-RB108F/RB109R-c7      GGGGTGAGGCGCCGTCCTTGGGGCAAGTTCGCCGCCGAAAT 

ERF2-RB108F/RB109R-c3      GGGGTGAGGCGCCGTCCTTGGGGAAAGTTCGCCGCCGAGAT 

                           *********************** ** ** ******** ** 

 
>ERF2-consensus_1 

KENDSEDMVLQQVLDEAQAITLPLYHQQSHRNPGSVTDPTRVISKKKHYRGVRRRPWGKFAAEX 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Clones du gène ERF2 obtenus à partir des amorces dégénérées RB108F et RB109R. Les zones grisées 
correspondent aux sites des amorces. La séquence consensus est traduite en séquence peptidique. 

Clones du gène PR1 obtenus à partir des amorces dégénérées RB76F et RB76R. Les zones grisées 
correspondent aux sites des amorces. La séquence consensus est traduite en séquence peptidique. 



Annexe 7 : Séquences des clones obtenus via l’utilisation d’amorces dégénérées 

 
195 

PR4-RB101F/RB101R-c2      AAGTATGGGTGGACGGCGTTGTGTGGCCCTGTCGGACCTCGCGGCCAAGAATCCTGTGGC 

PR4-RB101F/RB101R-c4      AAGTATGGGTGGACGGCGTTGTGTGGCCCTGTCGGACCTCGCGGCCAAGAATCCTGTGGC 

PR4-RB101F/RB101R-c3      AAATATGGGTGGACGGCATTGTGTGGCCCTGTCGGACCTCGCGGCCAAGAATCCTGTGGC 

PR4-RB101F/RB101R-c5      ----ATGGGTGGACGGCGTTGTGTGGCCCTGTCGGACCTCGCGGCCAAGAATCCTGTGGC 

PR4-RB101F/RB101R-c1      -------GGTGGACGGCGTTGTGTGGCCCTGTCGGACCTCGTGGCCAAGAATCCTGTGGC 

                                 ********** *********************** ****************** 

 

PR4-RB101F/RB101R-c2      AAGTGCTTAAGGGTAAGAATTGTTAATATAAGCCGTCGGAACAACTCCAATGTCTTTTTT 

PR4-RB101F/RB101R-c4      AAGTGCTTAAGGGTAAGAATTGTTAATATAAGCCGTCGGAACAACTCCAATATCTTTTTT 

PR4-RB101F/RB101R-c3      AAGTGCTTAAGGGTAAGAATTGTTAATATAAGCCGTCGGAACAACTCCAATATCTTTTTT 

PR4-RB101F/RB101R-c5      AAGTGCTTAAGGGTAAGAATTGTTAATATAAGCCGTCGGAACAACTCCAATATCTTTTTT 

PR4-RB101F/RB101R-c1      AAGTGCTTAAGGGTAAGAATTGTTAATATAAGCAGTCGGAACAACTCCAATATCCCTTTT 

                          ********************************* ***************** **  **** 

 

PR4-RB101F/RB101R-c2      TTTT----ATTAACTTCAGCTTAATATCGGTAGCCAGATTAATGTTAATTAATTATTTTT 

PR4-RB101F/RB101R-c4      TTTT----ATTAACTTCAGCTTAATATCGGTAGCCAGATTAATGTTAATTAATTATTTTT 

PR4-RB101F/RB101R-c3      TTTT----ATTAACTTCAGCTTAATATCGGTAGCCAGATTAATGTTAATTAATTATTTTT 

PR4-RB101F/RB101R-c5      TTTT----ATTAACTTCAGCTTAATATCGGTAGCCAGATTAATGTTAATTAATTATTTTT 

PR4-RB101F/RB101R-c1      TTTTTATTATTAACTTCAGCTTAATATCAGTAGTCAAATT---GTTAATTAATTATTTTT 

                          ****    ******************** **** ** ***   ***************** 

 

PR4-RB101F/RB101R-c2      TGTCGTATATTTATAAAATGTTGGCATGCATGCAGGTTACTAGTACGAGGACAAACGCTC 

PR4-RB101F/RB101R-c4      TGTCGTATATTTATAAAATGTTGGCATGCATGCAGGTTACTAATACGAGGACAAACGCTC 

PR4-RB101F/RB101R-c3      TGTCGTATATTTATAAAATGTTGGCATGCATGCAGGTTACTAATACGAGGACAAACGCTC 

PR4-RB101F/RB101R-c5      TGTCGTATATTTATAAAATGTTGGCATGCATGCAGGTTACTAATACGAGGACAAACGCTC 

PR4-RB101F/RB101R-c1      TGTC-TATATTTATAAAATGGTGGCATGCATGCAGGTTACTAATACGAGGACAAACGCTC 

                          **** *************** ********************* ***************** 

 

PR4-RB101F/RB101R-c2      AACAAATTGTGAGAATCGTGGATCAGTGCAGTAATGGTGGCCTGGATTTGGATATCGGGG 

PR4-RB101F/RB101R-c4      AACAAATTGTGAGAATCGTGGATCAGTGCAGTAATGGTGGCCTGGATTTGGATATCGGGG 

PR4-RB101F/RB101R-c3      AACAAATTGTGAGAATCGTGGATCAGTGCAGTAATGGTGGCCTGGATTTGGATATCGGGG 

PR4-RB101F/RB101R-c5      AACAAATTGTGAGAATCGTGGATCAGTGCAGTAATGGTGGCCTGGATTTGGATATCGGGG 

PR4-RB101F/RB101R-c1      AACAAATTGTGAGAATCGTGGATCAATGCAGTAATGGTGGCCTGGATTTGGATATCGGGG 

                          ************************* ********************************** 

 

PR4-RB101F/RB101R-c2      TGTTTAGGCAATTGGATACCGATGGACTTGGCAATCAGCAGGGCTTTTTGACTGTCAACT 

PR4-RB101F/RB101R-c4      TGTTTAGGCAATTGGATACCGATGGACTTGGCAATCAGCAGGGCTTTTTGACTGTCAACT 

PR4-RB101F/RB101R-c3      TGTTTAGGCAATTGGATACCGATGGACTTGGCAATCAGCAGGGCTTTTTGACTGTCAACT 

PR4-RB101F/RB101R-c5      TGTTTAGGCAATTGGATACCGATGGACTTGGCAATCAGCAGGGCTTTTTGACTGTCAACT 

PR4-RB101F/RB101R-c1      TGTTTAGGCAATTGGATACCGATGGACTTGGCAATCAGCAGGGCTTTTTGACTGTCAACT 

                          ************************************************************ 

 

PR4-RB101F/RB101R-c2      ACCAATTCGTCAACTGTGG 

PR4-RB101F/RB101R-c4      A------------------ 

PR4-RB101F/RB101R-c3      ACCAATTCGTCAACTGCGG 

PR4-RB101F/RB101R-c5      ATCAATTCGTCAATTGCGG 

PR4-RB101F/RB101R-c1      ACCAATTCGTCAATTGCGG 

                          *                   

 
>PR4-consensus_1 

KYGWTALCGPVGPRGQESCGKCLRVTNTRTNAQQIVRIVDQCSNGGLDLDIGVFRQLDTDGLGNQQGFLTVNYQFVNCG 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Clones du gène PR4 obtenus à partir des amorces dégénérées RB101F et RB101R. Les zones grisées 
correspondent aux sites des amorces, les motifs rouges correspondent aux motifs d’épissage de l’intron, et la 
zone colorée en jaune à l’intron mis en évidence après la traduction de ces séquences et l’alignement avec 
les séquences issues des bases de données. La séquence consensus est traduite en séquence peptidique. 
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COI1-RB53F/RB53R-c18      AAAGTGGAGAAATGTTCTGGTTTTTCTACTCTTGGCTTGCTGCATATTACTAGCTCTTGC 

COI1-RB53F/RB53R-c19      AAGGTGGAGAAGTGCTCGGGGTTTTCTACTCTTGGCTTGCTGCATATTACTAGCTCTTGC 

COI1-RB53F/RB54R-c11      AAGGTGGAGAAATGCTCGGGGTTTAGTACAGATGGGTTGTTGCATATCACTCGCGGTTGT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      AAGGTGGAGAAATGTTCGGGGTTTAGTACAGATGGGTTGTTGCATATCACTCGCGGTTGT 

                          ** ******** ** ** ** ***  ***   *** *** ******* *** **  ***  

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      AGGTATACTCATTAATTTTATGATTTTTTTTTT--------TT--ATTAACTA------- 

COI1-RB53F/RB53R-c19      AGGTATACTCATTAATTTTATGATTTTTTTTTT--------TTTATTTAACTA------- 

COI1-RB53F/RB54R-c11      GGGTATGATTCTTAATCATATCTCATCACATTAATACAAAATTAGGCTAACTAACTAACT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      GGGTATGATTCTTAATCATATCTCATCACATTAATACAAAATTAGGCTAACTAACTAGCT 

                           *****  *  *****  ***    *    **         **    ******        

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      ------CTANAAATATGTGTGAATGAAATCTGTTTGTACACCTAATT-GCAAGTTGAGGA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      ------CTANAAATATGTGTGAATGAAATCTGTTTGTTCNCCTAATT-GCAAGTTGAGGA 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTAGTCTTATATATGTATGTGTACAAACTATTTTAGGCTGCCTACTCCGCGAATCGAAAT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTAGTCTTATATATGTATGTGTACAAACTATTTTAGGCTGCCTACTCCGCGAATCGAAAT 

                                 ** * ** * **** *  ** * * ** *    **** *  ** * * **    

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      ANATTTTAAGTGATTACTATGTGGCCTTTTCTTT-TAAGTTTGAGGGATTATTCANAATA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      ANATTTTAAGTGATTACTATGTGGCCTTTTCTTT-TAAGTTTGAGGGATTATTTANAATA 

COI1-RB53F/RB54R-c11      ATATGTTT-GCTATAACTTTATAGGTAGATATCAGTGAATTTTTTTATTTGTTAGCTATA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      ATATGTTT-GCTATAAGTTTATAGGTAGATATTAGTGAATTTTTTTATTTGTTAGCTATA 

                          * ** **  *  ** * * * * *     * *   * * ***      ** **    *** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      AGCTAATGTACTTGACTCAAAATGGATGATAAGATTTCGGTCGAAAAGTGTTGAATAATT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      AGCTAATGTACATGACTCAAAAAGGATGATAANATTTCGGTCGAAAAGTGTTGAATAATT 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTTTGAT---TCTCGGATAATAGGGTGTATTTTATGTTGAATTCTATGTTTTTAGTAAAT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTCTGAT---TTTCGGATAATAGGGTGTATTTTATGTTGAATTCTATGTTTTTAGTAAAT 

                             * **     *     ** * **   **   ** * *      * ** ** * *** * 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      TGAGAAATTTG----GGAAAAAGGTGTGTGGCCTAAC-----TAGGAGGAAAGTTTTTGG 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TGANAAATTTG----GGAAAATGGTGTGTGGCCTAAC-----TAGGAGGAAAGTTTTTGG 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TCGGGGGCTTGCAGGGTAAAATGGTTTGTGGTTGAACATGATTCGTATTAAGATGTTCAG 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TCGGGGGCTTGCAGGGTAAAATGGTTTGTGGTTGAACATGATTCGTATTAAGATGTTCAG 

                          *       ***    * **** *** *****   ***     * * *  **  * **  * 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      AACTTTGTATGTTTTACTGATAAGCTAG---TGAAATGTGGTTCAAGGACAAAAGGTTTC 

COI1-RB53F/RB53R-c19      AACTTTGTATGTTTTATTGATAAGCTAA---NGAAATGAGGTCCAAGGACAAAAGGTTTC 

COI1-RB53F/RB54R-c11      ATGTCTATATTGATGATTTAGGTGTCTGATATGCAGAGAGATTTAGGAATCATGAATATG 

COI1-RB53F/RB54R-c12      ATGTTTATATTGATGATTTAGGTGTCTGATATGCAGAGAGATTTAGGAATCATGAATATG 

                          *  * * ***   * * * *   *        * *  * * *  * * *  *    * *  

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      ATGTACATGCTTT-----AGTAAAT---ATTTTCGTAACCACTGACTTCCTGTTTTACAN 

COI1-RB53F/RB53R-c19      ATGTACATGCTTT-----AGTAAAT---ATTTTCGTAACCACTGACGTCCTGTTTTACAG 

COI1-RB53F/RB54R-c11      GTATAGAACTCCGTAAAGAGTGAATCTAGTTTATATAACTACATAGTTCCTCTTATA-AA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      GTATAGAACTCCGTAAAGAGTGAATCTAGTTTATATGACTACATAGTTCCTCTTATA-AA 

                           * ** *           *** ***    ***   * ** **  *  **** ** ** *  

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      ACTTACCTATATTGTTATATAAAGAGTCGGTGGTGTGTGTGTTGGAATGC-TTGGTTATG 

COI1-RB53F/RB53R-c19      ACTTACCTATATTGTTATATAAAGAGTCGGTGGTGCGTGTGTTGGAATGC-TTGGTTATG 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTATAATTCTGGTGATATGTCTTCATTTCCAGGGCTTTTTACTGGTATGTATTAATCATA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTATAATTCTGGTGATATGTCTTCATTTCCAGGGCTTTTTACTGGTATGTATTAATCATA 

                             **  * *  ** *** *    * *    **    * *  *** ***  **  * **  

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      CCCAACCACACTCTGAGAATGATAATACAGTGTCAAATGCTTATTATTAATTTCATTGTA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      CCCAACCACACTCTGAGAATGATAATTCAGTGTCAAATGCTTATTATTAATTTCATTGTA 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTTACGGGGAGTT--ACATTGGTCGTGGAAGTAGAACTGCTGTAAATGTATTATGTAGAG 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTTACGGGGAGTT--ACATTGGTCGTGGAAGTAGAACTGCTGTAAATGTATTATGTAGAG 

                             *     * *   * * ** *  *  *     ** ****    **  ***   * *   

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      TGAGCTTTTACTAAAGCT-TAATGTTATTTTCTTATG-----ACTTTTGATGTACT-TCA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TGAGCTTTTACTAAAGCT-TAAGGTTATTTTCTTATG-----ACTTTTGATGTACT-TCA 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTAGTTATTATTAGTCTTCCAATCTTAACTATTTATATGTTTGTTTTGTGTGCATTATCA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTAGTTATTATTAGTCTTCTAATCTTAACTATTTATATGTTTGTTTTGTGTGCATTATCA 

                          * ** * *** **    *  **  ***  *  ****        ***   ** * * *** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      GAAATTTAAGAACCTTGTATCTGGAAGAGAGTACAATCATTGAAAATGGCGGGGAATGGC 

COI1-RB53F/RB53R-c19      GAAATTTAAGAACCTTGTATCTGGAAGAGAGTACAATCATTGAAAATGGCGGGGAATGGC 

COI1-RB53F/RB54R-c11      GGAATCTAAGAACTTTGTATTTGGAGGAGAGCTCAATCGTTGAAAAGGACGGTGAAAGGC 

COI1-RB53F/RB54R-c12      GGAATCTAAGAACTTTGTATTTGGAGGAGAGCTCAATCGTTGAAAAGGACGGTGAATGGC 

                          * *** ******* ****** **** *****  ***** ******* * *** *** *** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      TACATCAGCTTGCTTTGCACAACAAAGTTCTTGAAACACTGAATTTCTATATGACCGAGC 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TACATCAGCTTGCTTTGCACAACAAAGTTCTTGAAACACTGAATTTCTATATGACCGAGC 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TCCACGAGCTTTCTTTGCACAACAAAGTCCTCGAAACACTGAACTTTTACATGACCGATC 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TCCACGAGCTTTCTTTGCACAACAAAGTCCTCGAAACACTGAACTTTTACATGACCGATC 

                          * **  ***** **************** ** *********** ** ** ******** * 
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COI1-RB53F/RB53R-c18      TAGCTGAAGTCAGCCACCTTGACCTAGAACTTTTAGCCAAGAACTGTAGCTCTCTTGTCT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TAGCTGAAGTCAGCCACCTTGACCTAGAACTTTTAGCCAAGAACTGTAGCTCTCTTGTCT 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TCACTAAAGTCAGCTTTGCAGATCTTGAATCTATAGGTGGGAATTGTCGTTCTTTAGTGT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TCACTAAAGTCAGCTTTGCAGATCTTGAATCTATAGGTAGGAATTGTCGTTCTT-AGTGT 

                          *  ** ********      ** ** ***  * ***    *** *** * ***   ** * 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      CAGTCAAGATTAGTGATTGTGAAATTTTAAATCTTGCTGGTTTTTTCGAGGCTGCTTCTG 

COI1-RB53F/RB53R-c19      CAGTCAAGATTAGTGATTGCGAAATTTTAAATCTTGCTGGTTTTTCCGAGGCTGCTTCTG 

COI1-RB53F/RB54R-c11      CTCTCAAAATTAGCGATTGNGAAATTTTGGATCTTGTTGGTTTCCTAAGTGCTGCAACCT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      CTCTCAAAATTAGCGATTGTGAAATTT-GGATCTTGTTGGTTTCCTAAGTGCTGCAACCT 

                          *  **** ***** ***** *******   ****** ******       *****  *   

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      CACTAGAAGAATTTGGTGGTGGTTCCTTCAATGATCAACCAGAAATGTATAAATACATGC 

COI1-RB53F/RB53R-c19      CACTAGAAGAATTTGGTGGTGGTTCCTTCAATGATCAACCAGAAATGTATAAATACATGC 

COI1-RB53F/RB54R-c11      CACTAGAAGAGTTTGCTGGAGGTTCTTTCAATGATCAACCAGAACAGTATTTTCGTGTGC 

COI1-RB53F/RB54R-c12      CACTAGAAGAGTTTGCCGGAGGTTCTTTCAATGATCAACCATAACAGTATTTTCGTGTGC 

                          ********** ****  ** ***** *************** **  ****       *** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      CAATTCCCCCAAAAATATGTATGCTGGGCCTAACTTACTTAGGGAAGCATGAATTGCCCC 

COI1-RB53F/RB53R-c19      CAATTCCCCCAAAAATATGTATGCTGGGCCTAACTTACTTAGGGAAGCACGAATTGCCCC 

COI1-RB53F/RB54R-c11      CAATTCCTCCAAAATTATGCTTCTTGGGTCTTACTTACATGGGGAAGCATGAAATGCCTA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      CAATTCCTCCAAAATTATGCTTCTTGGGTCTTACTTACATGGGGAAGCATGAAATGCCTA 

                          ******* ****** ****  *  **** ** ****** * ******** *** ****   

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      ATGTATTTCCTTTTGCATCTCGAATAAAGAAAGTGGATCTTCTCTATGCTTTTCTTGACA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      ATGTATTTCCTTTTGCATCTCGAATAAAGAAAGTGGATCTTCTCTATGCTTTTCTTGACA 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TACTTTATTCTTTTGCATCCCGTTTGAAAAAATTGGATCTTCTCTATGCTCTCCTTGACA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TACTTTATTCTTTCGCATCCCGCTTGAAAAAATTGGATCTTCTCTATGCTCTCCTTGACA 

                             * * * **** ***** **  * ** *** ***************** * ******* 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      CTGAGGACCATTGCCTATTAATTCAAAGGTGTCCTAACTTGGAAATTCTTGAGGTAAACT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      CTGAGGACCATTGTCTATTAATTCAAAGGTGTCCTAACTTGGAAATTCTTGAGGTAAACT 

COI1-RB53F/RB54R-c11      CAGAGGACCATTGTCGCTTACTTCAGAAATGCCCGAACTTGGAAATTCTTGAGGTAAATT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      CAGAGGACCATTGTCGCTTACTTCAGAAATGCCCGAACTTGGAAATTCTTGAGGTAAATT 

                          * *********** *  *** **** *  ** ** *********************** * 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      ------CACAC-------------------AAGATTTCTGCATCTGTATATCAA------ 

COI1-RB53F/RB53R-c19      ------CACAC-------------------AAGATTTCTGCATCTGTATATCAA------ 

COI1-RB53F/RB54R-c11      ACTAAACATATTGCAAGTATCGTGCAGCTGAAAGTTTCTGTATTTGAATGAAAACATATT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      ACTAAACATATTGCAAGTATCGTGCAGCTGAAAGTTTCTGTATTTGAATGAAAACATATT 

                                ** *                    **  ****** ** ** **   **       

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      -------------------------------GAATCTGTTTGTTCTT---CGATAGATAG 

COI1-RB53F/RB53R-c19      -------------------------------GAATCTGTTTGTTCTT---CGATAGATAG 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TCTCGCGACGTACGTGAGTCTTATCCTCTTGGAACATATTAGCTTTTTGTCGGCATATTG 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TCTCGCGACGTACGTGAGTCTTATCCTCTTGGAACATATTAGCTTTTTGTCGGCATATTG 

                                                         ***  * ** * * **   **  * ** * 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      TGAAATC-ATTTTTATAC----------------AGTTTGGTACAC-CATAACAAA---- 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TGAAATC-ATTTTCATAC----------------AGTTTGGTACAC-CATAACAAA---- 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TCAGTTCCATTTCCCTTCTCCCCACAAGCAAACAAGTATAATACATATGAAATAGAGGCG 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TCAGTTCCATTTCCCTTCTCCCCACAAGCAAACAAGTATAATACATATGAAATAGAGGCG 

                          * *  ** ****   * *                *** *  ****     ** * *     

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      ---TAGTCAAGGG----AACTGGTGGGCTTCTT--------------------------- 

COI1-RB53F/RB53R-c19      ---TAGTCAAGGG----AACTGGTGGGCTTCTT--------------------------- 

COI1-RB53F/RB54R-c11      CTCTAATTAAATGCATCAGTTGATCAGTCTCTTATCTCGACTTGCTCGAGTGATTTTCAT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      CTCTAATTAAATGCATCAGTTGATCAGTCTCTTATCTCGACTTGCTCGAGTGATTTTCAT 

                             ** * **  *    *  ** *  *  ****                            

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      ------------TTGTGTACTCCCGTAT---TTACATTGAATGGTGTATAAAGTAATGAC 

COI1-RB53F/RB53R-c19      ------------TTGTGTACTCCCGTAT---TTACATTGAATGGTGTATAAAGTAATGAC 

COI1-RB53F/RB54R-c11      GTGTTTCTAAGGTTTTGGTTTCCTATATGAATTTCATCCAATT-TGTAGGAGGTAATCCT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      GTGTTTCTAAGGTTTTGGTTTCCTATATGAATTTCATCCAATT-TGTAGGAGGTAATCCT 

                                      ** **   ***  ***   ** ***  ***  ****  * *****    

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      AATAAACCTGAGATCCTAGTTTCTTAAAGT------------AATCATTCTCACTTCA-- 

COI1-RB53F/RB53R-c19      AATAAACCTGAGATCCTAGTTTCTTAAAGT------------AATCATTCTCACTTCA-- 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TATAAATTTTGTAGTTCATCTGGTTAACTTTTTATCTGCTTAGGTCATTCATATTATACA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TATAAATTTTGTAGTTCATCTGGTTAACTTTTTATCTGCTTTGGTCATTCATATTATACA 

                           *****  *   *    *  *  ****  *              ******  * *  *   

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      -------AGTTCTTGC---TTGGCTAATTGTTAGATCTTAA--------ATATGGTCTTT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      -------AGTTCTTGC---TTGGCTAATTGTTAGATCTTAA--------ATATGGTCTTT 

COI1-RB53F/RB54R-c11      ATAGGTAAGTCCCTGTGAATTTATAATGTGCCAGACTGTAATTGTCAATATATGGCTACT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      ATAGGTAAGTCCCTGTGAATTTATAATGTGCCAGACTGTAATTGTCAATATATGGCTACT 
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                                 *** * **    **    *  **  ***   ***        ******    * 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      CTGTT----ATATTGAGGTAATTATG--GAATGAAAAACTCATG---TTAATTTTGTTTA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      CTGTT----ATATTGAGATAATTATG--GAATGAAAAACTCATG---TTAATTTTGTTTA 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTATTCTTTATAGGGTGGTAAAAATGTTGGACAAAAACTAAATAAATTTTCCTTCTCTTT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTATTCTTTATAGGGTGGTAAAAATGTTGGACGAAAACTAAATAAATTTTCCTTCTCTTT 

                           * **    ***  * * ***  ***  * *  ****    **    **   **   **  

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      TTCGTTTTGCTTTCTTGTGTACAGACCAGGAATGTTATTGGTGATAGAGGATTGGGGGTC 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TTCGTTTTGCTTTCTTGTGTACAGACCAGGAATGTTATTGGTGATAGAGGATTGGGAGTC 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTCCTTTATCTTCCATTTGGACAGACTAGAAATGTGATTGGTGATAGAGGATTAGAAGTT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTCCTTTATCTTCCATTTGGACAGACTAGAAATGTGATTGGTGATAGAGGATTAGAAGTT 

                          *** ***  *** * * ** ****** ** ***** ***************** *  **  

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      CTTGCAAATTTTTGCAAGAAATTGAGGAGGCTTAGGATTGAGCGAGGTGCTGATGAACAA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      CTTGCAAATTTTTGCAAGAAATTGAGGAGGCTTAGGATTGAGCGAGGTGCTGATGAACAA 

COI1-RB53F/RB54R-c11      CTTGGTCGTTGTTGCAAGAAGCTGAAAAGGCTTAGGATAGAGTGAGGTGCTGATGAACAG 

COI1-RB53F/RB54R-c12      CTTGGTCGTTGTTGCAAGAAGCTGAAAAGGCTTAGGATAGAGCGAGGTGCTGATGAACAG 

                          ****    ** *********  ***  *********** *** ****************  

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      GG----------------- 

COI1-RB53F/RB53R-c19      GGCATGGAAGACGACGACG 

COI1-RB53F/RB54R-c11      GGCATGGAAGACGACGACG 

COI1-RB53F/RB54R-c12      GATATGGAAGATGACGACG 

                          *                   

 

 
COI1-RB53F/RB54R-c11      AAGGTGGAGAAATGCTCGGGGTTTAGTACAGATGGGTTGTTGCATATCACTCGCGGTTGT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      AAGGTGGAGAAATGTTCGGGGTTTAGTACAGATGGGTTGTTGCATATCACTCGCGGTTGT 

                          ************** ********************************************* 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      GGGTATGATTCTTAATCATATCTCATCACATTAATACAAAATTAGGCTAACTAACTAACT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      GGGTATGATTCTTAATCATATCTCATCACATTAATACAAAATTAGGCTAACTAACTAGCT 

                          ********************************************************* ** 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTAGTCTTATATATGTATGTGTACAAACTATTTTAGGCTGCCTACTCCGCGAATCGAAAT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTAGTCTTATATATGTATGTGTACAAACTATTTTAGGCTGCCTACTCCGCGAATCGAAAT 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      ATATGTTTGCTATAACTTTATAGGTAGATATCAGTGAATTTTTTTATTTGTTAGCTATAT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      ATATGTTTGCTATAAGTTTATAGGTAGATATTAGTGAATTTTTTTATTTGTTAGCTATAT 

                          *************** *************** **************************** 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTTGATTCTCGGATAATAGGGTGTATTTTATGTTGAATTCTATGTTTTTAGTAAATTCGG 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TCTGATTTTCGGATAATAGGGTGTATTTTATGTTGAATTCTATGTTTTTAGTAAATTCGG 

                          * ***** **************************************************** 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      GGGCTTGCAGGGTAAAATGGTTTGTGGTTGAACATGATTCGTATTAAGATGTTCAGATGT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      GGGCTTGCAGGGTAAAATGGTTTGTGGTTGAACATGATTCGTATTAAGATGTTCAGATGT 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      CTATATTGATGATTTAGGTGTCTGATATGCAGAGAGATTTAGGAATCATGAATATGGTAT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTATATTGATGATTTAGGTGTCTGATATGCAGAGAGATTTAGGAATCATGAATATGGTAT 

                           *********************************************************** 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      AGAACTCCGTAAAGAGTGAATCTAGTTTATATAACTACATAGTTCCTCTTATAAATTATA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      AGAACTCCGTAAAGAGTGAATCTAGTTTATATGACTACATAGTTCCTCTTATAAATTATA 

                          ******************************** *************************** 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      ATTCTGGTGATATGTCTTCATTTCCAGGGCTTTTTACTGGTATGTATTAATCATATTTAC 

COI1-RB53F/RB54R-c12      ATTCTGGTGATATGTCTTCATTTCCAGGGCTTTTTACTGGTATGTATTAATCATATTTAC 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      GGGGAGTTACATTGGTCGTGGAAGTAGAACTGCTGTAAATGTATTATGTAGAGTTAGTTA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      GGGGAGTTACATTGGTCGTGGAAGTAGAACTGCTGTAAATGTATTATGTAGAGTTAGTTA 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTATTAGTCTTCCAATCTTAACTATTTATATGTTTGTTTTGTGTGCATTATCAGGAATCT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTATTAGTCTTCTAATCTTAACTATTTATATGTTTGTTTTGTGTGCATTATCAGGAATCT 

                          ************ *********************************************** 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      AAGAACTTTGTATTTGGAGGAGAGCTCAATCGTTGAAAAGGACGGTGAAAGGCTCCACGA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      AAGAACTTTGTATTTGGAGGAGAGCTCAATCGTTGAAAAGGACGGTGAATGGCTCCACGA 

                          ************************************************* ********** 
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COI1-RB53F/RB54R-c11      GCTTTCTTTGCACAACAAAGTCCTCGAAACACTGAACTTTTACATGACCGATCTCACTAA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      GCTTTCTTTGCACAACAAAGTCCTCGAAACACTGAACTTTTACATGACCGATCTCACTAA 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      AGTCAGCTTTGCAGATCTTGAATCTATAGGTGGGAATTGTCGTTCTTTAGTGTCTCTCAA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      AGTCAGCTTTGCAGATCTTGAATCTATAGGTAGGAATTGTCGTTCTT-AGTGTCTCTCAA 

                          ******************************* *************** ************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      AATTAGCGATTGNGAAATTTTGGATCTTGTTGGTTTCCTAAGTGCTGCAACCTCACTAGA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      AATTAGCGATTGTGAAATTT-GGATCTTGTTGGTTTCCTAAGTGCTGCAACCTCACTAGA 

                          ************ ******* *************************************** 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      AGAGTTTGCTGGAGGTTCTTTCAATGATCAACCAGAACAGTATTTTCGTGTGCCAATTCC 

COI1-RB53F/RB54R-c12      AGAGTTTGCCGGAGGTTCTTTCAATGATCAACCATAACAGTATTTTCGTGTGCCAATTCC 

                          ********* ************************ ************************* 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TCCAAAATTATGCTTCTTGGGTCTTACTTACATGGGGAAGCATGAAATGCCTATACTTTA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TCCAAAATTATGCTTCTTGGGTCTTACTTACATGGGGAAGCATGAAATGCCTATACTTTA 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTCTTTTGCATCCCGTTTGAAAAAATTGGATCTTCTCTATGCTCTCCTTGACACAGAGGA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTCTTTCGCATCCCGCTTGAAAAAATTGGATCTTCTCTATGCTCTCCTTGACACAGAGGA 

                          ****** ******** ******************************************** 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      CCATTGTCGCTTACTTCAGAAATGCCCGAACTTGGAAATTCTTGAGGTAAATTACTAAAC 

COI1-RB53F/RB54R-c12      CCATTGTCGCTTACTTCAGAAATGCCCGAACTTGGAAATTCTTGAGGTAAATTACTAAAC 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      ATATTGCAAGTATCGTGCAGCTGAAAGTTTCTGTATTTGAATGAAAACATATTTCTCGCG 

COI1-RB53F/RB54R-c12      ATATTGCAAGTATCGTGCAGCTGAAAGTTTCTGTATTTGAATGAAAACATATTTCTCGCG 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      ACGTACGTGAGTCTTATCCTCTTGGAACATATTAGCTTTTTGTCGGCATATTGTCAGTTC 

COI1-RB53F/RB54R-c12      ACGTACGTGAGTCTTATCCTCTTGGAACATATTAGCTTTTTGTCGGCATATTGTCAGTTC 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      CATTTCCCTTCTCCCCACAAGCAAACAAGTATAATACATATGAAATAGAGGCGCTCTAAT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      CATTTCCCTTCTCCCCACAAGCAAACAAGTATAATACATATGAAATAGAGGCGCTCTAAT 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TAAATGCATCAGTTGATCAGTCTCTTATCTCGACTTGCTCGAGTGATTTTCATGTGTTTC 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TAAATGCATCAGTTGATCAGTCTCTTATCTCGACTTGCTCGAGTGATTTTCATGTGTTTC 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TAAGGTTTTGGTTTCCTATATGAATTTCATCCAATTTGTAGGAGGTAATCCTTATAAATT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TAAGGTTTTGGTTTCCTATATGAATTTCATCCAATTTGTAGGAGGTAATCCTTATAAATT 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTGTAGTTCATCTGGTTAACTTTTTATCTGCTTAGGTCATTCATATTATACAATAGGTAA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTGTAGTTCATCTGGTTAACTTTTTATCTGCTTTGGTCATTCATATTATACAATAGGTAA 

                          ********************************* ************************** 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      GTCCCTGTGAATTTATAATGTGCCAGACTGTAATTGTCAATATATGGCTACTTTATTCTT 

COI1-RB53F/RB54R-c12      GTCCCTGTGAATTTATAATGTGCCAGACTGTAATTGTCAATATATGGCTACTTTATTCTT 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TATAGGGTGGTAAAAATGTTGGACAAAAACTAAATAAATTTTCCTTCTCTTTTTCCTTTA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TATAGGGTGGTAAAAATGTTGGACGAAAACTAAATAAATTTTCCTTCTCTTTTTCCTTTA 

                          ************************ *********************************** 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TCTTCCATTTGGACAGACTAGAAATGTGATTGGTGATAGAGGATTAGAAGTTCTTGGTCG 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TCTTCCATTTGGACAGACTAGAAATGTGATTGGTGATAGAGGATTAGAAGTTCTTGGTCG 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      TTGTTGCAAGAAGCTGAAAAGGCTTAGGATAGAGTGAGGTGCTGATGAACAGGGCATGGA 

COI1-RB53F/RB54R-c12      TTGTTGCAAGAAGCTGAAAAGGCTTAGGATAGAGCGAGGTGCTGATGAACAGGATATGGA 

                          ********************************** ******************  ***** 

 

COI1-RB53F/RB54R-c11      AGACGACGACG 

COI1-RB53F/RB54R-c12      AGATGACGACG 

                          *** ******* 

 
>COI1_a-consensus_1 

KVEKCSGFSTDGLLHITRGCGNLRTLYLEESSIVEKDGEXLHELSLHNKVLETLNFYMTDLTKVSFADLESIGXNCRSLVSLKISDXEILDLVG

FLSAATSLEEFAGGSFNDQPXQYFRVPIPPKLCFLGLTYMGKHEMPILYSFASRLKKLDLLYALLDTEDHCRLLQKCPNLEILETRNVIGDRGL

EVLGRCCKKLKRLRIEXGADEQXMEDDDX 
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COI1-RB53F/RB53R-c18      AAAGTGGAGAAATGTTCTGGTTTTTCTACTCTTGGCTTGCTGCATATTACTAGCTCTTGC 

COI1-RB53F/RB53R-c19      AAGGTGGAGAAGTGCTCGGGGTTTTCTACTCTTGGCTTGCTGCATATTACTAGCTCTTGC 

                          ** ******** ** ** ** *************************************** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      AGGTATACTCATTAATTTTATGATTTTTTTTTTTTA--TTAACTACTANAAATATGTGTG 

COI1-RB53F/RB53R-c19      AGGTATACTCATTAATTTTATGATTTTTTTTTTTTTATTTAACTACTANAAATATGTGTG 

                          ***********************************   ********************** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      AATGAAATCTGTTTGTACACCTAATTGCAAGTTGAGGAANATTTTAAGTGATTACTATGT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      AATGAAATCTGTTTGTTCNCCTAATTGCAAGTTGAGGAANATTTTAAGTGATTACTATGT 

                          **************** * ***************************************** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      GGCCTTTTCTTTTAAGTTTGAGGGATTATTCANAATAAGCTAATGTACTTGACTCAAAAT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      GGCCTTTTCTTTTAAGTTTGAGGGATTATTTANAATAAGCTAATGTACATGACTCAAAAA 

                          ****************************** ***************** **********  

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      GGATGATAAGATTTCGGTCGAAAAGTGTTGAATAATTTGAGAAATTTGGGAAAAAGGTGT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      GGATGATAANATTTCGGTCGAAAAGTGTTGAATAATTTGANAAATTTGGGAAAATGGTGT 

                          ********* ****************************** ************* ***** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      GTGGCCTAACTAGGAGGAAAGTTTTTGGAACTTTGTATGTTTTACTGATAAGCTAGTGAA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      GTGGCCTAACTAGGAGGAAAGTTTTTGGAACTTTGTATGTTTTATTGATAAGCTAANGAA 

                          ******************************************** **********  *** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      ATGTGGTTCAAGGACAAAAGGTTTCATGTACATGCTTTAGTAAATATTTTCGTAACCACT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      ATGAGGTCCAAGGACAAAAGGTTTCATGTACATGCTTTAGTAAATATTTTCGTAACCACT 

                          *** *** **************************************************** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      GACTTCCTGTTTTACANACTTACCTATATTGTTATATAAAGAGTCGGTGGTGTGTGTGTT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      GACGTCCTGTTTTACAGACTTACCTATATTGTTATATAAAGAGTCGGTGGTGCGTGTGTT 

                          *** ************ *********************************** ******* 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      GGAATGCTTGGTTATGCCCAACCACACTCTGAGAATGATAATACAGTGTCAAATGCTTAT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      GGAATGCTTGGTTATGCCCAACCACACTCTGAGAATGATAATTCAGTGTCAAATGCTTAT 

                          ****************************************** ***************** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      TATTAATTTCATTGTATGAGCTTTTACTAAAGCTTAATGTTATTTTCTTATGACTTTTGA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TATTAATTTCATTGTATGAGCTTTTACTAAAGCTTAAGGTTATTTTCTTATGACTTTTGA 

                          ************************************* ********************** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      TGTACTTCAGAAATTTAAGAACCTTGTATCTGGAAGAGAGTACAATCATTGAAAATGGCG 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TGTACTTCAGAAATTTAAGAACCTTGTATCTGGAAGAGAGTACAATCATTGAAAATGGCG 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      GGGAATGGCTACATCAGCTTGCTTTGCACAACAAAGTTCTTGAAACACTGAATTTCTATA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      GGGAATGGCTACATCAGCTTGCTTTGCACAACAAAGTTCTTGAAACACTGAATTTCTATA 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      TGACCGAGCTAGCTGAAGTCAGCCACCTTGACCTAGAACTTTTAGCCAAGAACTGTAGCT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TGACCGAGCTAGCTGAAGTCAGCCACCTTGACCTAGAACTTTTAGCCAAGAACTGTAGCT 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      CTCTTGTCTCAGTCAAGATTAGTGATTGTGAAATTTTAAATCTTGCTGGTTTTTTCGAGG 

COI1-RB53F/RB53R-c19      CTCTTGTCTCAGTCAAGATTAGTGATTGCGAAATTTTAAATCTTGCTGGTTTTTCCGAGG 

                          **************************** ************************* ***** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      CTGCTTCTGCACTAGAAGAATTTGGTGGTGGTTCCTTCAATGATCAACCAGAAATGTATA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      CTGCTTCTGCACTAGAAGAATTTGGTGGTGGTTCCTTCAATGATCAACCAGAAATGTATA 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      AATACATGCCAATTCCCCCAAAAATATGTATGCTGGGCCTAACTTACTTAGGGAAGCATG 

COI1-RB53F/RB53R-c19      AATACATGCCAATTCCCCCAAAAATATGTATGCTGGGCCTAACTTACTTAGGGAAGCACG 

                          ********************************************************** * 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      AATTGCCCCATGTATTTCCTTTTGCATCTCGAATAAAGAAAGTGGATCTTCTCTATGCTT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      AATTGCCCCATGTATTTCCTTTTGCATCTCGAATAAAGAAAGTGGATCTTCTCTATGCTT 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      TTCTTGACACTGAGGACCATTGCCTATTAATTCAAAGGTGTCCTAACTTGGAAATTCTTG 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TTCTTGACACTGAGGACCATTGTCTATTAATTCAAAGGTGTCCTAACTTGGAAATTCTTG 

                          ********************** ************************************* 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      AGGTAAACTCACACAAGATTTCTGCATCTGTATATCAAGAATCTGTTTGTTCTTCGATAG 

COI1-RB53F/RB53R-c19      AGGTAAACTCACACAAGATTTCTGCATCTGTATATCAAGAATCTGTTTGTTCTTCGATAG 

                          ************************************************************ 
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COI1-RB53F/RB53R-c18      ATAGTGAAATCATTTTTATACAGTTTGGTACACCATAACAAATAGTCAAGGGAACTGGTG 

COI1-RB53F/RB53R-c19      ATAGTGAAATCATTTTCATACAGTTTGGTACACCATAACAAATAGTCAAGGGAACTGGTG 

                          **************** ******************************************* 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      GGCTTCTTTTGTGTACTCCCGTATTTACATTGAATGGTGTATAAAGTAATGACAATAAAC 

COI1-RB53F/RB53R-c19      GGCTTCTTTTGTGTACTCCCGTATTTACATTGAATGGTGTATAAAGTAATGACAATAAAC 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      CTGAGATCCTAGTTTCTTAAAGTAATCATTCTCACTTCAAGTTCTTGCTTGGCTAATTGT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      CTGAGATCCTAGTTTCTTAAAGTAATCATTCTCACTTCAAGTTCTTGCTTGGCTAATTGT 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      TAGATCTTAAATATGGTCTTTCTGTTATATTGAGGTAATTATGGAATGAAAAACTCATGT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TAGATCTTAAATATGGTCTTTCTGTTATATTGAGATAATTATGGAATGAAAAACTCATGT 

                          ********************************** ************************* 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      TAATTTTGTTTATTCGTTTTGCTTTCTTGTGTACAGACCAGGAATGTTATTGGTGATAGA 

COI1-RB53F/RB53R-c19      TAATTTTGTTTATTCGTTTTGCTTTCTTGTGTACAGACCAGGAATGTTATTGGTGATAGA 

                          ************************************************************ 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      GGATTGGGGGTCCTTGCAAATTTTTGCAAGAAATTGAGGAGGCTTAGGATTGAGCGAGGT 

COI1-RB53F/RB53R-c19      GGATTGGGAGTCCTTGCAAATTTTTGCAAGAAATTGAGGAGGCTTAGGATTGAGCGAGGT 

                          ******** *************************************************** 

 

COI1-RB53F/RB53R-c18      GCTGATGAACAAGG----------------- 

COI1-RB53F/RB53R-c19      GCTGATGAACAAGGCATGGAAGACGACGACG 

                          **************                  

 
>COI1_b-consensus_1 

KVEKCSGFSTLGLLHITSSCRNLRTLYLEESTIIENGGEWLHQLALHNKVLETLNFYMTELAEVSHLDLELLAKNCSSLVSVKISDCEILNLAG

FXEAASALEEFGGGSFNDQPEMYKYMPIPPKICMLGLTYLGKHELPHVFPFASRIKKVDLLYAFLDTEDHCLLIQRCPNLEILETRNVIGDRGL

GVLANFCKKLRRLRIERGADEQGMEDDDX 

 

 
COI1_a-consensus_1      KVEKCSGFSTDGLLHITRGCGNLRTLYLEESSIVEKDGEXLHELSLHNKVLETLNFYMTD 

COI1_b-consensus_1      KVEKCSGFSTLGLLHITSSCRNLRTLYLEESTIIENGGEWLHQLALHNKVLETLNFYMTE 

                        ********** ****** .* **********:*:*:.** **:*:**************: 

 

COI1_a-consensus_1      LTKVSFADLESIGXNCRSLVSLKISDXEILDLVGFLSAATSLEEFAGGSFNDQPXQYFRV 

COI1_b-consensus_1      LAEVSHLDLELLAKNCSSLVSVKISDCEILNLAGFXEAASALEEFGGGSFNDQPEMYKYM 

                        *::**. *** :. ** ****:**** ***:*.** .**::****.********  *  : 

 

COI1_a-consensus_1      PIPPKLCFLGLTYMGKHEMPILYSFASRLKKLDLLYALLDTEDHCRLLQKCPNLEILETR 

COI1_b-consensus_1      PIPPKICMLGLTYLGKHELPHVFPFASRIKKVDLLYAFLDTEDHCLLIQRCPNLEILETR 

                        *****:*:*****:****:* ::.****:**:*****:******* *:*:********** 

 

COI1_a-consensus_1      NVIGDRGLEVLGRCCKKLKRLRIEXGADEQXMEDDDX 

COI1_b-consensus_1      NVIGDRGLGVLANFCKKLRRLRIERGADEQGMEDDDX 

                        ******** **.. ****:***** ***** ****** 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Clones du gène COI1 obtenus à partir des amorces dégénérées RB53F et RB54R (clones 11 et 12) et des 
amorces dégénérées RB53F et RB53R (clones 18 et 19). Les zones grisées correspondent aux sites des 
amorces, les zones colorées en jaune aux introns mis en évidence après la traduction de ces séquences et 
l’alignement avec les séquences issues des bases de données et les motifs rouges correspondent aux motifs 
d’épissage des introns. La séquence consensus est traduite en séquence peptidique. 
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JAR1-RB47F/RB49R-c2      ACITTYGARSARGTITGGGAAGAGATTTGTGCTGACATACGTGATGGAGTTCTCACAAGT 

JAR1-RB47F/RB49R-c4      ACITTYGARSARGTITGGGAAGAGATTTGTGCTGACATACGTGATGGAGTTCTCACAAGT 

                         ************************************************************ 

 

JAR1-RB47F/RB49R-c2      CGAGTTACTGATCCAACCATTCGAACAGCTATTGCAAAACTCCTCAAGCCAAATCCTGAA 

JAR1-RB47F/RB49R-c4      CGAGTTACTGATCCAACCATTCGAACAGCTATTGCAAAACTCCTCAAGCCAAATCCTGAA 

                         ************************************************************ 

 

JAR1-RB47F/RB49R-c2      TTGGCTAGTTTAATTCATGATGTGTGTTCGGGGTTAAGCAATTGGTATGGTTTAATACCA 

JAR1-RB47F/RB49R-c4      TTGGCTAGTTTAATTCATGATGTGTGTTCGGGGTTAAGCAATTGGTATGGTTTAATACCA 

                         ************************************************************ 

 

JAR1-RB47F/RB49R-c2      GCACTTTTTCCTAATGCCAAGTACATATATGGTATAATGACCGGCACCATGGAACC 

JAR1-RB47F/RB49R-c4      GCACTTTTTCCTAATGCCAAGTACATATATGGTATAATGACCGGCTCCATGGAACC 

                         ********************************************* ********** 

 
>JAR1-consensus_1 

TFEXVWEEICADIRDGVLTSRVTDPTIRTAIAKLLKPNPELASLIHDVCSGLSNWYGLIPALFPNAKYIYGIMTGTMEP 

 
 

 

 
MYC2-RB57F/RB57R-c30      TGGACGTACGCGATCTTTTGGCAACC------CA------------------CA---TCC 

MYC2-RB57F/RB58R-c33      TGGACGTATGCGATATTCTGGCAACC------CA------------------CA---TCC 

MYC2-RB57F/RB57R-c29      TGGACGTATGCGATCTTCTGGCAGCCGGATAACAACGCTACTTACGCGCCGTCAGCTTCC 

MYC2-RB57F/RB57R-c31      TGGACGTACGCGATATTCTGGCAGCCGGATAACAACGCTACTTACGCGCCGTCAGCTTCC 

                          ******** ***** ** ***** **      **                  **   *** 

 

MYC2-RB57F/RB57R-c30      TCTGTTCTCGGATGGGCTGATGGCTACTGCCAAGGCGATGATAAACAGAAGAAATCGCAA 

MYC2-RB57F/RB58R-c33      TCTGTTCTCGGATGGGCTGATGGCTACTACCAAGGCGATGATAAACAGAAGAAATCGCAA 

MYC2-RB57F/RB57R-c29      TCGATTCTTGGCTGGGCTGATGGGTATTACAAAGGAGAAGATAAGGAGAAG-----GCGA 

MYC2-RB57F/RB57R-c31      TCGATTCTTGGCTGGGCTGATGGGTATTACAAAGGAGAAGATAAGGAGAAG-----GCGA 

                          **  **** ** *********** ** * * **** ** *****  *****     ** * 

 

MYC2-RB57F/RB57R-c30      CCAATCAGCGCTACTTCAGCTGCTGAGCAGCAGCACCGGAAAGAAGTGCTTCGGAGCCTC 

MYC2-RB57F/RB58R-c33      CCAATCAGCGCTGCTTCAGCTGCTGAGCAGCAGCACCGGAAGGAAGTGCTTCGGAGCCTC 

MYC2-RB57F/RB57R-c29      G-GGCTAATGCTAGTTCCGCCGATGAGCAAGCTCACCGGAAAAAGGTGCTCCGGGAACTG 

MYC2-RB57F/RB57R-c31      G-GGCTTATGCTAGTTCCGCCGATGAGCAAGCTCACCGGAAAAAGGTGCTCCGGGAACTG 

                                   ***  *** ** * ******    ********  * ***** ***   **  

 

MYC2-RB57F/RB57R-c30      AATTCTTTGATTTCCGGCGCTGAGGCTTCTTCTAGTGACGACAATGGTGATGAGGAGGTC 

MYC2-RB57F/RB58R-c33      AATTCTTTGATTTCCGGCGCTGAGGCTTCTTCTAGTGGCGACGATGGTGATGAGGAAGTC 

MYC2-RB57F/RB57R-c29      AATTCGCTGATATCTGGCGGGCAGACTGGGTCGCCTGATGAAGCTGTTGATGAGGAGGTC 

MYC2-RB57F/RB57R-c31      AATTCGCTGATATCTGGCGGGCAGACTGGGTCGCCTGATGAAGCTGTTGATGAGGAGGTC 

                          *****  **** ** ****   ** **   **   **  **   ** ********* *** 

 

MYC2-RB57F/RB57R-c30      ACCGACACCGACTGGTT 

MYC2-RB57F/RB58R-c33      ACTGACACCGACTGGTT 

MYC2-RB57F/RB57R-c29      ACCGACACCGACTGGTT 

MYC2-RB57F/RB57R-c31      ACAGACACCGACTGGTT 

                          ** ************** 

 

 
MYC2-RB57F/RB57R-c29      TGGACGTATGCGATCTTCTGGCAGCCGGATAACAACGCTACTTACGCGCCGTCAGCTTCC 

MYC2-RB57F/RB57R-c31      TGGACGTACGCGATATTCTGGCAGCCGGATAACAACGCTACTTACGCGCCGTCAGCTTCC 

                          ******** ***** ********************************************* 

 

MYC2-RB57F/RB57R-c29      TCGATTCTTGGCTGGGCTGATGGGTATTACAAAGGAGAAGATAAGGAGAAGGCGAGGGCT 

MYC2-RB57F/RB57R-c31      TCGATTCTTGGCTGGGCTGATGGGTATTACAAAGGAGAAGATAAGGAGAAGGCGAGGGCT 

                          ************************************************************ 

 

MYC2-RB57F/RB57R-c29      AATGCTAGTTCCGCCGATGAGCAAGCTCACCGGAAAAAGGTGCTCCGGGAACTGAATTCG 

MYC2-RB57F/RB57R-c31      TATGCTAGTTCCGCCGATGAGCAAGCTCACCGGAAAAAGGTGCTCCGGGAACTGAATTCG 

                           *********************************************************** 

 

MYC2-RB57F/RB57R-c29      CTGATATCTGGCGGGCAGACTGGGTCGCCTGATGAAGCTGTTGATGAGGAGGTCACCGAC 

MYC2-RB57F/RB57R-c31      CTGATATCTGGCGGGCAGACTGGGTCGCCTGATGAAGCTGTTGATGAGGAGGTCACAGAC 

                          ******************************************************** *** 

Clones du gène JAR1 obtenus à partir des amorces dégénérées RB47F et RB49R. Les zones grisées 
correspondent aux sites des amorces. La séquence consensus est traduite en séquence peptidique. 
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MYC2-RB57F/RB57R-c29      ACCGACTGGTT 

MYC2-RB57F/RB57R-c31      ACCGACTGGTT 

                          *********** 

 
>MYC2_a-consensus_1 

WTYAIFWQPDNNATYAPSASSILGWADGYYKGEDKEKARAXASSADEQAHRKKVLRELNSLISGGQTGSPDEAVDEEVTDTDWX 

 

 
MYC2-RB57F/RB57R-c30      TGGACGTACGCGATCTTTTGGCAACCCACATCCTCTGTTCTCGGATGGGCTGATGGCTAC 

MYC2-RB57F/RB58R-c33      TGGACGTATGCGATATTCTGGCAACCCACATCCTCTGTTCTCGGATGGGCTGATGGCTAC 

                          ******** ***** ** ****************************************** 

 

MYC2-RB57F/RB57R-c30      TGCCAAGGCGATGATAAACAGAAGAAATCGCAACCAATCAGCGCTACTTCAGCTGCTGAG 

MYC2-RB57F/RB58R-c33      TACCAAGGCGATGATAAACAGAAGAAATCGCAACCAATCAGCGCTGCTTCAGCTGCTGAG 

                          * ******************************************* ************** 

 

MYC2-RB57F/RB57R-c30      CAGCAGCACCGGAAAGAAGTGCTTCGGAGCCTCAATTCTTTGATTTCCGGCGCTGAGGCT 

MYC2-RB57F/RB58R-c33      CAGCAGCACCGGAAGGAAGTGCTTCGGAGCCTCAATTCTTTGATTTCCGGCGCTGAGGCT 

                          ************** ********************************************* 

 

MYC2-RB57F/RB57R-c30      TCTTCTAGTGACGACAATGGTGATGAGGAGGTCACCGACACCGACTGGTT 

MYC2-RB57F/RB58R-c33      TCTTCTAGTGGCGACGATGGTGATGAGGAAGTCACTGACACCGACTGGTT 

                          ********** **** ************* ***** ************** 

 
>MYC2_b-consensus_1 

WTYAIFWQPTSSVLGWADGYXQGDDKQKKSQPISAXSAAEQQHRKEVLRSLNSLISGAEASSSXDXGDEEVTDTDWX 

 

 
MYC2_a-consensus_1      WTYAIFWQPDNNATYAPSASSILGWADGYYKGEDKEK-ARAX-ASSADEQAHRKKVLREL 

MYC2_b-consensus_1      WTYAIFWQP---------TSSVLGWADGYXQGDDKQKKSQPISAXSAAEQQHRKEVLRSL 

                        *********         :**:******* :*:**:* ::.  * ** ** ***:***.* 

 

MYC2_a-consensus_1      NSLISGGQTGSPDEAVDEEVTDTDWX 

MYC2_b-consensus_1      NSLISGAEASSSXDXGDEEVTDTDWX 

                        ******.::.*. :  ********** 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Clones du gène MYC2 obtenus à partir des amorces dégénérées RB57F et RB57R (clones 29, 30 et 31) et 
des amorces dégénérées RB57F et RB58R (clones 33). Les zones grisées correspondent aux sites des 
amorces. La séquence consensus est traduite en séquence peptidique. 
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PAL-RB82F/RB82R-c1      AAGCCGAAACAAGAGAGGTACGCTCTGAGGACATCTCCTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATT 

PAL-RB82F/RB82R-c2      AAACCGAAGCAGGAGAGGTACGCTCTGAGGACATCTCCTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATT 

PAL-RB82F/RB83R-c5      AAGCCGAAACAGGAGAGGTATGCTCTGAGGACATCTCCTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATT 

PAL-RB82F/RB83R-c3      AAACCGAAACAAGAGAGGTATGCTCTGAGAACATCTCCTCAATGGCTTGGTCCTCAAATT 

PAL-RB82F/RB83R-c8      AAGCCGAAACAGGAGAGGTATGCTCTGAGAACATCTCCTCAATGGCTTGGTCCTCAAATT 

                        ** ***** ** ******** ******** *********** ************** *** 

 

PAL-RB82F/RB82R-c1      GAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAGAGATTAATTCNGTTAATGATAAC 

PAL-RB82F/RB82R-c2      GAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAGAGATTAATTCGGTTAATGATAAC 

PAL-RB82F/RB83R-c5      GAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAGAGATTAATTCGGTTAATGATAAC 

PAL-RB82F/RB83R-c3      GAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAGAGATCAACTCTGTTAATGATAAC 

PAL-RB82F/RB83R-c8      GAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAGAGATCAACTCTGTTAATGATAAC 

                        ***** **  ********************** ******** ** ** ************ 

 

PAL-RB82F/RB82R-c1      CCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATGGTGGCAATTTCCAGGGCACGCCT 

PAL-RB82F/RB82R-c2      CCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATGGTGGCAATTTCCAGGGCACGCCT 

PAL-RB82F/RB83R-c5      CCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATGGTGGCAATTTCCAGGGCACGCCT 

PAL-RB82F/RB83R-c3      CCGTTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATGGTGGAAATTTCCAGGGAACCCCA 

PAL-RB82F/RB83R-c8      CCGTTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATGGTGGAAATTTCCAGGGAACCCCA 

                        ** ************** ** ******************** *********** ** **  

 

PAL-RB82F/RB82R-c1      ATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTGCAGCTATTGGAAAGCTCATGTTC 

PAL-RB82F/RB82R-c2      ATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTGCANCTATTGGAAAGCTCATGTTT 

PAL-RB82F/RB83R-c5      ATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTGCAGCTATTGGAAAGCTCATGTTT 

PAL-RB82F/RB83R-c3      ATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAGCCGCCATTGGAAAATTGATGTTC 

PAL-RB82F/RB83R-c8      ATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAGCCGCCATTGGAAAATTGATGTTT 

                        ** ** ** ** *********** *********** **  * ********  * *****  

 

PAL-RB82F/RB82R-c1      GCNCACTTTTCCGACCT 

PAL-RB82F/RB82R-c2      GCACACTTTTCCGACCT 

PAL-RB82F/RB83R-c5      GCCCACTTCAGTGACCT 

PAL-RB82F/RB83R-c3      GCCCACTTTAGCGACTT 

PAL-RB82F/RB83R-c8      GCCCACTTCAGCGACCT 

                        ** *****    *** * 

 

 
PAL-RB82F/RB82R-c1      AAGCCGAAACAAGAGAGGTACGCTCTGAGGACATCTCCTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATT 

PAL-RB82F/RB82R-c2      AAACCGAAGCAGGAGAGGTACGCTCTGAGGACATCTCCTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATT 

PAL-RB82F/RB83R-c5      AAGCCGAAACAGGAGAGGTATGCTCTGAGGACATCTCCTCAGTGGCTTGGTCCTCAGATT 

                        ** ***** ** ******** *************************************** 

 

PAL-RB82F/RB82R-c1      GAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAGAGATTAATTCNGTTAATGATAAC 

PAL-RB82F/RB82R-c2      GAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAGAGATTAATTCGGTTAATGATAAC 

PAL-RB82F/RB83R-c5      GAAGTCATTCGATCATCGACTAAAATGATTGAAAGAGAGATTAATTCGGTTAATGATAAC 

                        *********************************************** ************ 

 

PAL-RB82F/RB82R-c1      CCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATGGTGGCAATTTCCAGGGCACGCCT 

PAL-RB82F/RB82R-c2      CCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATGGTGGCAATTTCCAGGGCACGCCT 

PAL-RB82F/RB83R-c5      CCCTTGATTGATGTTTCAAGAAACAAGGCTATACATGGTGGCAATTTCCAGGGCACGCCT 

                        ************************************************************ 

 

PAL-RB82F/RB82R-c1      ATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTGCAGCTATTGGAAAGCTCATGTTC 

PAL-RB82F/RB82R-c2      ATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTGCANCTATTGGAAAGCTCATGTTT 

PAL-RB82F/RB83R-c5      ATTGGAGTGTCGATGGACAATACGCGTTTGGCTATTGCAGCTATTGGAAAGCTCATGTTT 

                        *************************************** *******************  

 

PAL-RB82F/RB82R-c1      GCNCACTTTTCCGACCT 

PAL-RB82F/RB82R-c2      GCACACTTTTCCGACCT 

PAL-RB82F/RB83R-c5      GCCCACTTCAGTGACCT 

                        ** *****    ***** 

 
>PAL_a-consensus_1 

KPKQERYALRTSPQWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIAAIGKLMFAHFSDL 

 

 
PAL-RB82F/RB83R-c3      AAACCGAAACAAGAGAGGTATGCTCTGAGAACATCTCCTCAATGGCTTGGTCCTCAAATT 

PAL-RB82F/RB83R-c8      AAGCCGAAACAGGAGAGGTATGCTCTGAGAACATCTCCTCAATGGCTTGGTCCTCAAATT 

                        ** ******** ************************************************ 

 

PAL-RB82F/RB83R-c3      GAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAGAGATCAACTCTGTTAATGATAAC 

PAL-RB82F/RB83R-c8      GAAGTGATCAGATCATCGACTAAAATGATTGAGAGAGAGATCAACTCTGTTAATGATAAC 

                        ************************************************************ 
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PAL-RB82F/RB83R-c3      CCGTTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATGGTGGAAATTTCCAGGGAACCCCA 

PAL-RB82F/RB83R-c8      CCGTTGATTGATGTTTCCAGGAACAAGGCTATACATGGTGGAAATTTCCAGGGAACCCCA 

                        ************************************************************ 

 

PAL-RB82F/RB83R-c3      ATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAGCCGCCATTGGAAAATTGATGTTC 

PAL-RB82F/RB83R-c8      ATCGGTGTTTCCATGGACAATACACGTTTGGCTATAGCCGCCATTGGAAAATTGATGTTT 

                        ***********************************************************  

 

PAL-RB82F/RB83R-c3      GCCCACTTTAGCGACTT 

PAL-RB82F/RB83R-c8      GCCCACTTCAGCGACCT 

                        ******** ****** * 

 
>PAL_b-consensus_1 

KPKQERYALRTSPQWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIAAIGKLMFAHFSDL 

 

 
PAL_a-consensus_1      KPKQERYALRTSPQWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTP 

PAL_b-consensus_1      KPKQERYALRTSPQWLGPQIEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTP 

                       ************************************************************ 

 

PAL_a-consensus_1      IGVSMDNTRLAIAAIGKLMFAHFSDL 

PAL_b-consensus_1      IGVSMDNTRLAIAAIGKLMFAHFSDL 

                       ************************** 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Clones du gène PAL obtenus à partir des amorces dégénérées RB82F et RB82R (clones 1 et 2) et des 
amorces dégénérées RB82F et RB83R (clones 3, 5 et 8). Les zones grisées correspondent aux sites des 
amorces. La séquence consensus est traduite en séquence peptidique. 
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GLP-RB69F/RB69R-c4      ATTCTGCAAGAGTTTTGCGTGGCTCAACCAAACAGCCAAGGT------------------ 

GLP-RB69F/RB69R-c5      CCGCTGCAAGAGTTTTGCGTTGCTCAACCAAACAGCCAAGGT------------------ 

GLP-RB70F/RB69R-c6      CCGCTACAGGAGTTTTGTGTTGCTGATCCAAATAGCCAAGGTATGGTAATGTGCATGCAT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      CCGCTGCAGGAGTTCTGTGTTGCTGATCCAAATAGCCAAGGTATGGTAATGTGCATGCAT 

                           ** ** ***** ** ** *** * ***** *********                   

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      ----------------------------------------ACATAT-------------- 

GLP-RB69F/RB69R-c5      ----------------------------------------ACATAT-------------- 

GLP-RB70F/RB69R-c6      GCTTAACTTATATCGGATTTTCTGGCATGTGTCTATGTGCACATATTGGTGTTTGGTTCA 

GLP-RB70F/RB69R-c9      GCTTAACTTATATCGGATTTTCTGGCATGTGTCCATGTGCACATATTGGTGTTTGGTTCA 

                                                                ******               

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      ------------------------------------------ATAATAATTGT------- 

GLP-RB69F/RB69R-c5      ------------------------------------------ATAATAATTGT------- 

GLP-RB70F/RB69R-c6      TGGTTAATGAGCCCGGTTAACAGGGATCGGAACCTTAATCCCATAACAAGTGTTTGGATT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      TGGTTAATGAGCCCGGTTAACAGGGATCGGAACCTTAATCCCATAACAAGTGTTTGGATT 

                                                                  **** ** ***        

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      ------------------------------------------------------------ 

GLP-RB69F/RB69R-c5      ------------------------------------------------------------ 

GLP-RB70F/RB69R-c6      AGTTACTTGGTGCCATGGAATGGGAACCCCAATCCTTTTAGGTGGTTAAATCATACCCTT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      AGTTATTTGGTGCCATGGAATGGGAGCCCCAATCCTTTTAGGTGGTTAAATCATACCCTT 

                                                                                     

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      -------------------AGCTATTCTGA------------------------------ 

GLP-RB69F/RB69R-c5      -------------------AGCTATTCTGA------------------------------ 

GLP-RB70F/RB69R-c6      CCCACCCCTTGGGTTACCATACCATTCTGATTCTCATTAACCCCCATTCCCATACCCTCC 

GLP-RB70F/RB69R-c9      CCCACCCCTTGGGTTACCATACCATTCTGATTCTCATTAACCCCCATTCCCATACCCTCC 

                                             * *******                               

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      ------------------------------------------------------------ 

GLP-RB69F/RB69R-c5      ------------------------------------------------------------ 

GLP-RB70F/RB69R-c6      ATTCCCATTCCCGATTCCCATTTCTAACCTCAATCCAAACGCCCCCTAAGAATACTCAGT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      ATTCCCATTCCCGATTCCCATTTCTAACCTCAATCCAAACGCCCCCTAAGAATACTCAGT 

                                                                                     

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      --AGCCGCTTCTATTGC------------------------------------------- 

GLP-RB69F/RB69R-c5      --AGCCGCTTCTATTGC------------------------------------------- 

GLP-RB70F/RB69R-c6      GCAGACACTTTTATCTCCACATCACCTCAAACTGTACACTAACAACAGGACACCATGTCC 

GLP-RB70F/RB69R-c9      GCGGACACTTTTATCTCCACATCACCTCAAACTGTACACTAACAACAGGACACCATGTCC 

                           * * *** ***  *                                            

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      --------------------------------------------------------ATTT 

GLP-RB69F/RB69R-c5      --------------------------------------------------------ATTT 

GLP-RB70F/RB69R-c6      CTGGCCACTTTCTGCTCCTCTCATAAAATAAAAGAAAATATTGTTGTCGACAAGTTACTT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      CTGGCCACTTTCTGCTCCTCTCATAAAATAAAAGAAAATATTGTTGTCGACAAGTTACTT 

                                                                                * ** 

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      ATAGATCTTCGGAGATT------------------------CTTTAACATGCACGTCTCA 

GLP-RB69F/RB69R-c5      ATAGATCTTCGGAGATT------------------------CTTTAACATGCACGTCTCA 

GLP-RB70F/RB69R-c6      TTAATGTTCCGAAGACTAATTTGTCCACTGCATTGTGGATGCTCTAACAACCACTTTTTA 

GLP-RB70F/RB69R-c9      TTAATGTTCCGAAGACTAATTTGTCCACTGCATTGTGGATGCTCTAACAACCACTTTTTA 

                         **    * ** *** *                        ** *****  *** * * * 

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      CACTTACTGGTCTATTTGCCTTGACTACAA------------------------------ 

GLP-RB69F/RB69R-c5      CACTTACTGGTCTATTTGCCTTGACTACAA------------------------------ 

GLP-RB70F/RB69R-c6      -GTTAGGTGACGGATTTGTATTGACTCTGATTTCATTAATAATGATGGTCCCCACATGCA 

GLP-RB70F/RB69R-c9      -GTTAGGTGACGGATTTGTATTGACTCTGATTTCATTAATAATGATGGTCCCCACATGCA 

                           *   **    *****  ******   *                               

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      ------------------------------------------------------------ 

GLP-RB69F/RB69R-c5      ------------------------------------------------------------ 

GLP-RB70F/RB69R-c6      TAAAAATTTTCACCCAGGCAAAATCTTCCACTTAGATAAAAAATAATTTTTGATTACTTC 

GLP-RB70F/RB69R-c9      TAAAAATTTTCACCCAGGCAAAATCTTCCACTTAGATAAAAAATAATTTTTGATTACTTC 

                                                                                     

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      ------------------------------------ATTGCAGTGCTCTTAAATGGATTA 

GLP-RB69F/RB69R-c5      ------------------------------------ATTGCAGTGCTCTTAAATGGATTA 

GLP-RB70F/RB69R-c6      TAATTATCTAGTACTTGATTGATGAATTCTGTTCTTATTTCAGTGCTGGTTAATGGACTT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      TAATTATCTAGTACTTGATTGATGAATTCTGTTCTTATTTCAGTGCTGGTTAATGGACTT 

                                                            *** *******  * ****** *  

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      GCATGCAAGAATCCGAGCACGGTTCAAGCCAGCGACTTTTCTTTCAGCGGACTTCATATA 

GLP-RB69F/RB69R-c5      GCATGCAAGAATCCGAGCACGGTTCAAGCCAGCGACTTTTCTTTCAGCGGACTTCATATA 

GLP-RB70F/RB69R-c6      GTTTGTAAGAACCCGAACAACGCGACTGCAGAGGACTTCTTCACCAGTGGATTGAATGAA 

GLP-RB70F/RB69R-c9      GTTTGTAAGAACCCGAACAACGCGACTGCAGAGGACTTCTTCACCAGTGGATTGAATGAA 

                        *  ** ***** **** **  *     **    ***** *    *** *** *  **  * 
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GLP-RB69F/RB69R-c4      TCAGGCAACACAAGCAATGCAGTTGGCTCGAGAGTAACTCCTGTGGCTGCAACTCAAATT 

GLP-RB69F/RB69R-c5      TCAGGCAACACAAGCAATGCAGTTGGCTCGAGAGTAACTCCTGTGGCTGCAACTCAAATT 

GLP-RB70F/RB69R-c6      GCAGGGGACACCTCGAATGCAGTTGGATCAAATGTAACTCTAGTGAATGTTGTCCGGATT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      GCAGGGGACACCTCGAATGCAGTTGGATCAAATGTAACTCTAGTGAATGTTGTCCGGATT 

                         ****  ****    *********** ** *  *******  ***  **     *  *** 

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      CCAGGACTAAATACCCTAGGCATCTCCCTTGTCCGCATTGACTACGCTCCATGGGGCCTC 

GLP-RB69F/RB69R-c5      CCAGGACTAAATACCCTAGGCATCTCCCTTGTCCGCATTGACTACGCTCCATGGGGCCTC 

GLP-RB70F/RB69R-c6      CCTGGACTCAACACTCTCAGCCTTTCCATTGCTCGTACCGACTATGCACCAAGGGGAATC 

GLP-RB70F/RB69R-c9      CCTGGACTCAACACTCTCAGCCTTTCCATTGCTCGTATCGACTATGCACCAAGGGGAATC 

                        ** ***** ** ** **  ** * *** ***  ** *  ***** ** *** ****  ** 

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      AACCCCCCCCACACCCACCCCAG 

GLP-RB69F/RB69R-c5      AATCCCCCCCACACCCACCCCAG 

GLP-RB70F/RB69R-c6      AACCCCCCCCACACCCACCCCAG 

GLP-RB70F/RB69R-c9      AACCCCCCCCACACCCACCCCAG 

                        ** ******************** 

 

 
GLP-RB69F/RB69R-c4      ATTCTGCAAGAGTTTTGCGTGGCTCAACCAAACAGCCAAGGTACATATATAATAATTGTA 

GLP-RB69F/RB69R-c5      CCGCTGCAAGAGTTTTGCGTTGCTCAACCAAACAGCCAAGGTACATATATAATAATTGTA 

                           ***************** *************************************** 

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      GCTATTCTGAAGCCGCTTCTATTGCATTTATAGATCTTCGGAGATTCTTTAACATGCACG 

GLP-RB69F/RB69R-c5      GCTATTCTGAAGCCGCTTCTATTGCATTTATAGATCTTCGGAGATTCTTTAACATGCACG 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      TCTCACACTTACTGGTCTATTTGCCTTGACTACAAATTGCAGTGCTCTTAAATGGATTAG 

GLP-RB69F/RB69R-c5      TCTCACACTTACTGGTCTATTTGCCTTGACTACAAATTGCAGTGCTCTTAAATGGATTAG 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      CATGCAAGAATCCGAGCACGGTTCAAGCCAGCGACTTTTCTTTCAGCGGACTTCATATAT 

GLP-RB69F/RB69R-c5      CATGCAAGAATCCGAGCACGGTTCAAGCCAGCGACTTTTCTTTCAGCGGACTTCATATAT 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      CAGGCAACACAAGCAATGCAGTTGGCTCGAGAGTAACTCCTGTGGCTGCAACTCAAATTC 

GLP-RB69F/RB69R-c5      CAGGCAACACAAGCAATGCAGTTGGCTCGAGAGTAACTCCTGTGGCTGCAACTCAAATTC 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      CAGGACTAAATACCCTAGGCATCTCCCTTGTCCGCATTGACTACGCTCCATGGGGCCTCA 

GLP-RB69F/RB69R-c5      CAGGACTAAATACCCTAGGCATCTCCCTTGTCCGCATTGACTACGCTCCATGGGGCCTCA 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB69F/RB69R-c4      ACCCCCCCCACACCCACCCCAG 

GLP-RB69F/RB69R-c5      ATCCCCCCCACACCCACCCCAG 

                        * ******************** 

 
>GLP_a-consensus_1 

ILQEFCVAQPNSQVLLNGLACKNPSTVQASDFSFSGLHISGNTSNAVGSRVTPVAATQIPGLNTLGISLVRIDYAPWGLNPPHTHPX 

 

 
GLP-RB70F/RB69R-c6      CCGCTACAGGAGTTTTGTGTTGCTGATCCAAATAGCCAAGGTATGGTAATGTGCATGCAT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      CCGCTGCAGGAGTTCTGTGTTGCTGATCCAAATAGCCAAGGTATGGTAATGTGCATGCAT 

                        ***** ******** ********************************************* 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      GCTTAACTTATATCGGATTTTCTGGCATGTGTCTATGTGCACATATTGGTGTTTGGTTCA 

GLP-RB70F/RB69R-c9      GCTTAACTTATATCGGATTTTCTGGCATGTGTCCATGTGCACATATTGGTGTTTGGTTCA 

                        ********************************* ************************** 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      TGGTTAATGAGCCCGGTTAACAGGGATCGGAACCTTAATCCCATAACAAGTGTTTGGATT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      TGGTTAATGAGCCCGGTTAACAGGGATCGGAACCTTAATCCCATAACAAGTGTTTGGATT 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      AGTTACTTGGTGCCATGGAATGGGAACCCCAATCCTTTTAGGTGGTTAAATCATACCCTT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      AGTTATTTGGTGCCATGGAATGGGAGCCCCAATCCTTTTAGGTGGTTAAATCATACCCTT 

                        ***** ******************* ********************************** 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      CCCACCCCTTGGGTTACCATACCATTCTGATTCTCATTAACCCCCATTCCCATACCCTCC 

GLP-RB70F/RB69R-c9      CCCACCCCTTGGGTTACCATACCATTCTGATTCTCATTAACCCCCATTCCCATACCCTCC 

                        ************************************************************ 
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GLP-RB70F/RB69R-c6      ATTCCCATTCCCGATTCCCATTTCTAACCTCAATCCAAACGCCCCCTAAGAATACTCAGT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      ATTCCCATTCCCGATTCCCATTTCTAACCTCAATCCAAACGCCCCCTAAGAATACTCAGT 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      GCAGACACTTTTATCTCCACATCACCTCAAACTGTACACTAACAACAGGACACCATGTCC 

GLP-RB70F/RB69R-c9      GCGGACACTTTTATCTCCACATCACCTCAAACTGTACACTAACAACAGGACACCATGTCC 

                        ** ********************************************************* 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      CTGGCCACTTTCTGCTCCTCTCATAAAATAAAAGAAAATATTGTTGTCGACAAGTTACTT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      CTGGCCACTTTCTGCTCCTCTCATAAAATAAAAGAAAATATTGTTGTCGACAAGTTACTT 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      TTAATGTTCCGAAGACTAATTTGTCCACTGCATTGTGGATGCTCTAACAACCACTTTTTA 

GLP-RB70F/RB69R-c9      TTAATGTTCCGAAGACTAATTTGTCCACTGCATTGTGGATGCTCTAACAACCACTTTTTA 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      GTTAGGTGACGGATTTGTATTGACTCTGATTTCATTAATAATGATGGTCCCCACATGCAT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      GTTAGGTGACGGATTTGTATTGACTCTGATTTCATTAATAATGATGGTCCCCACATGCAT 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      AAAAATTTTCACCCAGGCAAAATCTTCCACTTAGATAAAAAATAATTTTTGATTACTTCT 

GLP-RB70F/RB69R-c9      AAAAATTTTCACCCAGGCAAAATCTTCCACTTAGATAAAAAATAATTTTTGATTACTTCT 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      AATTATCTAGTACTTGATTGATGAATTCTGTTCTTATTTCAGTGCTGGTTAATGGACTTG 

GLP-RB70F/RB69R-c9      AATTATCTAGTACTTGATTGATGAATTCTGTTCTTATTTCAGTGCTGGTTAATGGACTTG 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      TTTGTAAGAACCCGAACAACGCGACTGCAGAGGACTTCTTCACCAGTGGATTGAATGAAG 

GLP-RB70F/RB69R-c9      TTTGTAAGAACCCGAACAACGCGACTGCAGAGGACTTCTTCACCAGTGGATTGAATGAAG 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      CAGGGGACACCTCGAATGCAGTTGGATCAAATGTAACTCTAGTGAATGTTGTCCGGATTC 

GLP-RB70F/RB69R-c9      CAGGGGACACCTCGAATGCAGTTGGATCAAATGTAACTCTAGTGAATGTTGTCCGGATTC 

                        ************************************************************ 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      CTGGACTCAACACTCTCAGCCTTTCCATTGCTCGTACCGACTATGCACCAAGGGGAATCA 

GLP-RB70F/RB69R-c9      CTGGACTCAACACTCTCAGCCTTTCCATTGCTCGTATCGACTATGCACCAAGGGGAATCA 

                        ************************************ *********************** 

 

GLP-RB70F/RB69R-c6      ACCCCCCCCACACCCACCCCAG 

GLP-RB70F/RB69R-c9      ACCCCCCCCACACCCACCCCAG 

                        ********************** 

 
>GPL_b-consensus_1 

PLQEFCVADPNSQVLVNGLVCKNPNNATAEDFFTSGLNEAGDTSNAVGSNVTLVNVVRIPGLNTLSLSIARXDYAPRGINPPHTHPX 

 
GLP_a-consensus_1      ILQEFCVAQPNSQVLLNGLACKNPSTVQASDFSFSGLHISGNTSNAVGSRVTPVAATQIP 

GPL_b-consensus_1      PLQEFCVADPNSQVLVNGLVCKNPNNATAEDFFTSGLNEAGDTSNAVGSNVTLVNVVRIP 

                        *******:******:***.****... *.**  ***: :*:*******.** * ..:** 

 

GLP_a-consensus_1      GLNTLGISLVRIDYAPWGLNPPHTHPX 

GPL_b-consensus_1      GLNTLSLSIARXDYAPRGINPPHTHPX 

                       *****.:*:.* **** *:******** 

 
 

 

Clones du gène GLP obtenus à partir des amorces dégénérées RB69F et RB69R (clones 4 et 5) et des 
amorces dégénérées RB70F et RB69R (clones 6 et 9). Les zones grisées correspondent aux sites des 
amorces, les motifs rouges correspondent aux motifs d’épissage de l’intron, et les zones colorées en jaune à 
l’intron mis en évidence après la traduction de ces séquences et l’alignement avec les séquences issues des 
bases de données. La séquence consensus est traduite en séquence peptidique. 
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Annexe 9 : Poster présenté aux JJC2012, 16-20 janvier 2012, Aussois, France 
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Annexe 10 : Extended abstrat publié suite au 63rd ISCP, 24 mai 2011, Ghent, Belgique 
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Résumé 
 

La carotte, légume racine le plus consommé au monde, voit sa production fortement 
impactée par diverses maladies dont la brûlure foliaire. Cette maladie, provoquée par le 
champignon nécrotrophe Alternaria dauci, est considérée comme la plus préjudiciable des 
maladies foliaires de la carotte. Développer des variétés présentant un niveau de résistance 
fort et durable à cette maladie est l’un des objectifs principaux des sélectionneurs, notamment 
en cumulant différentes résistances partielles dans un même génotype. Afin d’optimiser un tel 
cumul, il est nécessaire de comprendre les mécanismes associés à ces résistances. 

Dans la première partie de cette thèse, nous avons étudié l’implication de métabolites de 
défense produits par la carotte dans la résistance partielle de la plante à A. dauci. Nous avons 
montré un effet inhibiteur de la 6-méthoxymelléine (6-MM) et du falcarindiol, sur le 
développement du champignon. Cet effet est plus important avec le falcarindiol. De plus, la 
teneur en falcarindiol est supérieure chez le génotype résistant (Boléro) en comparaison avec 
le génotype sensible (Presto) et, suite à l’inoculation de la plante par A. dauci, la 6-MM 
s’accumule de façon plus importante dans les feuilles du génotype résistant. Ces molécules de 
défense pourraient ralentir le développement du champignon et participer ainsi à la résistance. 

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés à l’effet de métabolites toxiques 
produits par le champignon sur des cultures cellulaires de carotte. Nos résultats montrent une 
corrélation entre le comportement des cellules traitées (viabilité cellulaire, embryogenèse 
somatique et activité enzymatique) et la sensibilité/résistance des génotypes évaluée au niveau 
de la plante entière. Parmi les génotypes les plus résistants au champignon, le génotype I2 
résiste mieux à l’application d’extraits fongiques que le génotype K3. Ainsi, la résistance 
partielle de la carotte face à A. dauci semble inclure des résistances aux toxines. 

Dans le dernier chapitre, nous avons recherché un lien entre la résistance partielle et les 
mécanismes de défense de la plante, en particulier ceux liés à la voie des jasmonates. Nos 
premiers résultats montrent la surexpression du gène PR4 chez le génotype résistant K3, 
comparativement aux autres génotypes, y compris I2. Nous avons par ailleurs recherché des 
sites polymorphes (SNP) dans les séquences de quatre gènes de défense. Deux gènes (PAL, 
GLP) présentent un polymorphisme de séquence entre génotypes. Dans le cas de GLP, les 
SNPs mis en évidence permettent de différencier un génotype sensible (H1) du génotype K3. 

L’ensemble de ces résultats semble indiquer la présence d’une diversité des modalités de 
la résistance partielle de la carotte face à A. dauci. Ainsi, la résistance aux toxines semble 
jouer un rôle plus important chez I2 que chez K3. Inversement, la résistance de K3, et non 
celle de I2, semble impliquer la voie des jasmonates. Au-delà de leur application en 
amélioration, ces travaux jettent une lueur sur les mécanismes de la résistance partielle, 
mécanismes encore très peu connus, même parmi les interactions modèles. 
 
Mots clés 
Daucus carota, Alternaria dauci, résistance partielle, métabolites antifongiques, toxines 
fongiques, jasmonates, gènes de défense 
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Abstract 
 

Carrot is the most widely consumed root vegetable worldwide. Carrot production is 
strongly impacted by various diseases, including Alternaria leaf blight. This disease, caused 
by the necrotrophic fungus Alternaria dauci, is regarded as the most prejudicial carrot foliar 
disease. An important goal for carrot breeders is the enhancement of cultivars resistance 
towards strong and durable levels. This enhancement implies cumulating different partial 
resistances in one genotype. Understanding the mechanisms of Alternaria leaf blight partial 
resistance will help developing such strategies. In order to address this question, we 
developed a three pronged strategy. 

First, we explored the implication of carrot defense metabolites in partial resistance 
towards A. dauci. We showed that falcarindiol had a stronger inhibiting effect on fungal 
growth than 6-methoxymellein (6-MM). Moreover, there is more falcarindiol, and 6-MM 
accumulates more strongly after inoculation in the resistant genotype (Bolero) than in the 
susceptible one (Presto). These defense molecules could slow down the fungus development 
and thus take part in resistance. 

In one second part, we explored plant cell resistance towards fungal metabolites. This 
resistance, tested in liquid cultures amongst several cultivars (cell viability, somatic 
embryogenesis and enzymatic activity), shows a good correlation with the resistance levels of 
whole plants towards the fungus. Disease resistant genotypes showed moderate (K3) to strong 
(I2) fungal metabolites resistance. Thus, carrot Alternaria blight resistance mechanisms seem 
to include toxin resistances. 

In the final chapter, we explored the role of defense mechanisms in carrot partial 
resistance. Our first results indicate the implication of the jasmonates pathway, in particular 
through the overexpression of the PR4 gene in the resistant genotype K3, but not I2. In 
addition we explored polymorphic sites (SNP) in the sequences of four defense genes. Two 
genes (PAL, GLP) have a sequence polymorphism between genotypes. In the case of GLP, the 
SNPs highlighted allow to differentiate a susceptible genotype (H1) from the K3 genotype. 

During this work, we uncovered different aspect of carrot partial resistance. In particular 
we can hypothesize that two genotypes (I2 and K3), reach an equivalent partial resistance 
level, through two quite distinct mechanisms. Beyond the use for a faster breeding of carrot 
for resistance, these results have more basic implications, as partial resistance mechanisms are 
still poorly understood, including model plant pathogen interactions. 
 
Key words 
Daucus carota, Alternaria dauci, partial resistance, antifungal metabolites, phytotoxins, 
jasmonates, defense genes 
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Résumé 
 

La carotte, légume racine le plus consommé au monde, voit sa production fortement impactée par diverses 
maladies dont la brûlure foliaire. Cette maladie, provoquée par le champignon nécrotrophe Alternaria dauci, est 
considérée comme la plus préjudiciable des maladies foliaires de la carotte. Développer des variétés présentant 
un niveau de résistance fort et durable à cette maladie est l’un des objectifs principaux des sélectionneurs, 
notamment en cumulant différentes résistances partielles dans un même génotype. Afin d’optimiser un tel cumul, 
il est nécessaire de comprendre les mécanismes associés à ces résistances. 

Dans la première partie de cette thèse, nous avons étudié l’implication de métabolites de défense produits 
par la carotte dans la résistance partielle de la plante à A. dauci. Nous avons montré un effet inhibiteur de la 6-
méthoxymelléine (6-MM) et du falcarindiol, sur le développement du champignon. Cet effet est plus important 
avec le falcarindiol. De plus, la teneur en falcarindiol est supérieure chez le génotype résistant (Boléro) en 
comparaison avec le génotype sensible (Presto) et, suite à l’inoculation de la plante par A. dauci, la 6-MM 
s’accumule de façon plus importante dans les feuilles du génotype résistant. Ces molécules de défense 
pourraient ralentir le développement du champignon et participer ainsi à la résistance. 

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés à l’effet de métabolites toxiques produits par le 
champignon sur des cultures cellulaires de carotte. Nos résultats montrent une corrélation entre le comportement 
des cellules traitées (viabilité cellulaire, embryogenèse somatique et activité enzymatique) et la 
sensibilité/résistance des génotypes évaluée au niveau de la plante entière. Parmi les génotypes les plus 
résistants au champignon, le génotype I2 résiste mieux à l’application d’extraits fongiques que le génotype K3. 
Ainsi, la résistance partielle de la carotte face à A. dauci semble inclure des résistances aux toxines. 

Dans le dernier chapitre, nous avons recherché un lien entre la résistance partielle et les mécanismes de 
défense de la plante, en particulier ceux liés à la voie des jasmonates. Nos premiers résultats montrent la 
surexpression du gène PR4 chez le génotype résistant K3, comparativement aux autres génotypes, y compris I2. 
Nous avons par ailleurs recherché des sites polymorphes (SNP) dans les séquences de quatre gènes de 
défense. Deux gènes (PAL, GLP) présentent un polymorphisme de séquence entre génotypes. Dans le cas de 
GLP, les SNPs mis en évidence permettent de différencier un génotype sensible (H1) du génotype K3. 

L’ensemble de ces résultats semble indiquer la présence d’une diversité des modalités de la résistance 
partielle de la carotte face à A. dauci. Ainsi, la résistance aux toxines semble jouer un rôle plus important chez I2 
que chez K3. Inversement, la résistance de K3, et non celle de I2, semble impliquer la voie des jasmonates. Au-
delà de leur application en amélioration, ces travaux jettent une lueur sur les mécanismes de la résistance 
partielle, mécanismes encore très peu connus, même parmi les interactions modèles. 
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