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INTRODUCTION GENERALE 
 

 Depuis de nombreuses années, le marché de la carotte a connu une importante 

uniformisation si bien qu aujourd hui la racine de carotte est essentiellement décrite comme 

charnue et de couleur orange. Cependant, on observe un regain d intérêt pour les variétés 
anciennes présentant des couleurs de racine différentes et il n est plus étonnant de trouver des 

carottes blanches, jaunes ou bien violettes dans le commerce.  

 Cette diversité de couleur est essentiellement la résultante de teneurs en caroténoïdes, 

pigments du métabolisme secondaire des plantes, dans la racine de carotte. Ainsi, les génotypes orange présentent de fortes teneurs en  et -carotène, les génotypes jaunes en lutéine, les 

génotypes rouges en lycopène tandis que les génotypes blancs n accumulent pas de caroténoïdes 

dans la racine. La coloration violette des racines s explique quant à elle, par la présence d anthocyanes. De plus, au sein d un même type coloré, de fortes différences de teneurs en 

caroténoïdes totaux peuvent être observées.  

 L accumulation de ces pigments dans la racine a conduit, dans un contexte actuel où la 

santé humaine est au cœur des préoccupations, à donner à la carotte une image de légume santé, 

elle est ainsi recommandée dans le cadre d une alimentation saine et équilibrée. Les caroténoïdes, 

précurseurs de la vitamine A, sont en effet impliqués dans la prévention de certaines maladies 

métaboliques et une carence alimentaire en caroténoïdes peut provoquer une dégénérescence 

maculaire ou des troubles de la croissance.  

 Ces composés sont également essentiels à la physiologie de la plante. Dans les organes 

photosynthétiques tels que les feuilles, la fonction des caroténoïdes est primordiale. Ces pigments 

sont associés aux chlorophylles et permettent par complémentarité d absorption du spectre 

lumineux, de capter l énergie lumineuse. Ils sont également impliqués dans la photoprotection 

lors de stress lumineux intenses.  

 La voie de biosynthèse des caroténoïdes est déjà bien établie et la régulation de leur 

accumulation passe par plusieurs échelles (variants alléliques, expression de gènes…). Si les 

principaux mécanismes contrôlant l accumulation des caroténoïdes dans les feuilles et les racines 

de carotte sont de mieux en mieux connus, la connaissance relative à l impact de facteurs 
environnementaux reste très limitée. Depuis de nombreuses années, les études ont montré que 

des stress biotiques et/ou abiotiques affectaient la croissance des plantes et par conséquent leurs 

rendements. Mais depuis plusieurs années, les études se sont plus particulièrement focalisées sur 

les mécanismes de défense des plantes aux contraintes environnementales. Cependant, peu concernent l impact des stress sur les qualités nutritionnelle et organoleptique des productions 
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végétales. Jusqu à présent, seules quelques études ont montré que différentes techniques d irrigation, de fertilisation ainsi que différents lieux de culture pouvaient moduler les teneurs en 

caroténoïdes dans la racine de carotte La nécessité de préciser la connaissance de l impact de 
facteurs biotiques et abiotiques sur les teneurs en caroténoïdes de la carotte devient alors un 

enjeu majeur dans une perspective de maîtrise de la qualité. Depuis quelques années, un intérêt 

tout particulier pour l étude de la combinaison de stress a émergé. En effet, les plantes en culture 

sont confrontées simultanément à plusieurs facteurs environnementaux : l attaque d un 
pathogène et une contrainte agroclimatique telle qu une restriction hydrique ou des températures 

trop faibles. De plus, l effet de combinaisons de stress sur le développement de la plante est 

méconnu, et il reste encore beaucoup de mécanismes à comprendre concernant les effets de 

conditions multi-stress.  

 

 Dans ce travail de thèse, l objectif est donc à déterminer quel est l impact de facteurs 
biotiques et abiotiques, seuls ou en combinaison, sur les teneurs en caroténoïdes d un panel diversifié de génotypes de carotte. Cette étude permettra d une part de consolider les 

connaissances concernant la variabilité due au génotype mais plus particulièrement de déterminer l effet environnemental. Cette étude en lien avec la physiologie de la plante sera 

réalisée à la fois dans les organes foliaires, dont les caroténoïdes sont essentiels au bon 

fonctionnement, mais également au niveau des racines dans lesquelles les caroténoïdes 

représentent un attribut de qualité nutritionnelle et organoleptique. Afin d approfondir la 

compréhension des variations des teneurs en caroténoïdes en réponse aux facteurs 

environnementaux, le rôle potentiel de la régulation transcriptionnelle sera mesuré par l étude du 
niveau de l expression des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes. Ce travail a pour 

ambition de mieux connaître le fonctionnement de l accumulation de métabolites secondaires d intérêt, à l échelle de la plante entière, mais aussi d identifier des pistes de maîtrise de la qualité 
du produit liées aux conditions agroenvironnementales. 
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I. LES CAROTENOIDES : PIGMENTS ESSENTIELS DU 

METABOLISME SECONDAIRE DES PLANTES 

 

 I.1. Les métabolites secondaires : composés essentiels des plantes 

 

 Chaque année, de plus en plus de molécules impliquées dans le métabolisme des plantes 

sont découvertes. Il existe actuellement de nombreuses voies métaboliques décrites et leur rôle 

au sein de la plante est de mieux en mieux connu. La classification de ces molécules a donc été nécessaire et aujourd hui on distingue deux grandes familles de métabolites : les métabolites 

primaires et secondaires. Par opposition aux métabolites primaires, qui sont universels et 

impliqués dans des processus métaboliques primaires tels que la respiration et la photosynthèse 

par exemple, les métabolites secondaires sont généralement produits à partir des processus 

métaboliques primaires et ne sont parfois accumulés que chez certaines espèces spécifiquement 

(Seigler, 1998). Cette frontière entre métabolites primaires et secondaires est de moins en moins claire notamment parce que l implication de certains métabolites secondaires dans la croissance de la plante s est avérée indispensable exemple : implication des caroténoïdes dans la 

photosynthèse). Depuis maintenant plusieurs années, les outils de métabolomique ont permis de 

mettre en évidence de plus en plus de métabolites et la chimiotaxonomie (étude des rapports 

entre la composition chimique des espèces vivantes et leur classification systématique) est 

devenu un outil important. Ainsi, au sein des métabolites secondaires des plantes, trois grandes 

familles peuvent être mises en avant (Bennett et Wallsgrove, 1994) (figure 1.1) : les alcaloïdes, les 

composés phénoliques et les composés terpéniques. Ces métabolites secondaires sont, pour la 

grande majorité, impliqués dans les réponses de la plante à l environnement. De plus, de 
nombreux métabolites secondaires sont utilisés et/ou sont indispensables en santé humaine. Leur 

étude représente donc un enjeu majeur.  

 

  I.1.1. Les alcaloïdes 

 

 Depuis des milliers d années, les plantes présentant de fortes teneurs en alcaloïdes ont été 

utilisées en médecine, pour la fabrication de thés ou potions. Par exemple, il semblerait que les Sumériens, Egyptiens, Grecs et Romains aient utilisé l opium pour ses vertus sédatives et 
antalgiques. Il faut cependant attendre le XIXème siècle pour que l identification de ces molécules 
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d intérêt puisse être faite. Si l on reprend le cas de l opium, ce n est que dans les travaux de Jean-

François Derosne vers 1805 que la structure moléculaire fut véritablement caractérisée.  

 Les alcaloïdes sont retrouvés majoritairement chez les angiospermes (Robinson, 2012) 

mais il n existe pas une seule voie de biosynthèse permettant la synthèse des différents alcaloïdes 

qui se distinguent en trois grandes familles :  

- Les « vrais » alcaloïdes : dont la biosynthèse dérive directement des acides aminés et leur 

structure est souvent complexe et l azote est situé dans un hétérocycle (tels que la nicotine et l atropine).  

- Les proto-alcaloïdes : dont la biosynthèse dérive directement des acides aminés mais pour lesquels l azote est en dehors du cycle, tels que la colchicine.  

- Les pseudo-alcaloïdes : dont la biosynthèse ne dérive pas des acides aminés, tels que la caféine.  

 Certains alcaloïdes peuvent être conjugués à d autres molécules, comme par exemple des 

terpènes (alcaloïdes indoliques monoterpéniques de la pervenche de Madagascar), montrant ainsi 

des interactions possibles entre métabolites secondaires et potentiellement des mécanismes de 

régulation ou de biosynthèse communs chez certaines plantes. Cependant, mettre en avant de tels 

mécanismes communs de régulation entre ces voies métaboliques n est pas aisé.  
 Chez les plantes, les alcaloïdes ont largement été décrits comme impliqués dans la réponse 

des plantes aux facteurs environnementaux. Il a été montré par exemple que certains alcaloïdes 

étaient de bons répulsifs alimentaires contre les herbivores. De plus, ils peuvent être toxiques 

pour certains champignons et bactéries. En général, une augmentation de leur concentration est 

corrélée à une diminution des infestations foliaires (Bennett et Wallsgrove, 1994). Au sein de la 

plante, ces molécules sont donc principalement impliquées dans la défense face aux stress 

biotiques.  

 

  I.1.2. Les composés phénoliques 

 

 La famille des composés phénoliques regroupe un grand nombre de composés de 

structure très variable. Elle comprend de petits composés comme l acide salicylique considéré 
comme une hormone végétale), certaines isoflavones, mais également les tannins et lignines de 

poids moléculaire important et présentant des propriétés anti-nutritionnelles.  

 Les composés phénoliques, contrairement aux alcaloïdes présentés précédemment, sont 

synthétisés au sein de la même voie de biosynthèse dont le précurseur est la phénylalanine. La 
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désaturation de la phénylalanine en acide cinnamique est réalisée par la phénylalanine ammonialyase PAL  qui est l enzyme clé de cette voie de biosynthèse. A partir de l acide 
cinnamique, différentes classes et/ou composés peuvent être identifiés.  

- Les coumarines sont synthétisées pour la majorité à partir des acides trans-cinnamiques et p-

coumarique. Cependant leur voie de biosynthèse peut varier selon les espèces (par exemple la scopolétine dérive de l acide férulique chez le tabac) (Fritig et al., 1972). Au sein des cellules, les 

coumarines sont, dans la plupart des cas, glycosylées afin de neutraliser leur effet toxique. 

Certaines coumarines peuvent être induites par des stress biotique (elles sont considérées comme 

des phytoalexines) ou abiotique. Elles possèdent en effet une activité antimicrobienne (Hahlbrock 

et Scheel, 1989).  

- Les stilbènes, les flavonoïdes, isoflvanoïdes, flavonones, anthocyanes et tannins sont tous formés 

à partir du p-coumaroyl-COA. L enzyme clé de la biosynthèse de ces composés, à l exception des 
stilbènes, est la chalcone synthase (CHS). Les stilbènes sont synthétisés, quant à eux, par la 

stilbène synthase (SS) (Shirley, 1996). Les flavonoïdes et leurs dérivés sont stockés sous forme 

libre ou peuvent être conjugués. Les anthocyanes sont une classe particulière de flavonoïdes. Ce 

sont des pigments non photosynthétiques qui permettent la coloration des fleurs, des fruits et des 

graines (Dong et al., 2001; Jaakola et al., 2002; Winkel-Shirley, 2002). La synthèse des anthocyanes 

peut également être activée par des stress de l environnement. En effet, elles sont impliquées dans 

la tolérance à la sécheresse, aux U.V., aux métaux lourds mais également dans la résistance aux 

herbivores et aux pathogènes (Gould, 2004). Les flavonoïdes et les isoflavonoïdes sont également 

des signaux dans les interactions plante-microorganisme, mais sont surtout connus pour leur rôle 

dans la protection contre les rayonnements U.V. (Shirley, 1996). Les stilbènes, le plus connu étant 

le resvératrol, sont des phytoalexines.  

- Les dérivés d acides hydroxycinnamiques représentent une importante classe de composés pour 

la plante. Ils sont en effet impliqués dans les processus de lignification, division cellulaire et 

signalisation par exemple. Parmi ces composés, nous pouvons noter les acides chlorogéniques, 

qui sont la forme conjuguée la plus répandue d acides cinnamiques (acide férulique, sinapique, 

para-coumarique, caféique  et de l acide quinique, mais il existe d autres isomères selon la 

fonction alcool estérifiée. Leur rôle n est pas clairement identifié, mais ils seraient impliqués dans 

la réponse aux stress biotiques (Tanguy et Martin, 1972). L acide salicylique SA , dont la 
biosynthèse fait intervenir des intermédiaires tels que les acides cinnamique et benzoïque, a 

largement été décrit comme impliqué dans la réponse aux stress biotiques et plus 

particulièrement aux microorganismes biotrophes. En effet, il est impliqué dans la formation de 

nécroses locales permettant le confinement des pathogènes au lieu d infection. Le SA est considéré 
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comme une hormone végétale et est souvent opposé à l acide jasmonique et à l éthylène dans la 
réponse aux stress biotiques.  

- La subérine est formée d une matrice composée d acides gras d une part et de dérivés phénylpropanes d autre part. La subérine est principalement présente dans l écorce à la surface 
de la tige et à la surface de tissus souterrains tels que les tubercules de pomme de terre. Elle 

représente une barrière physique contre les pathogènes.  

- La lignine est un polymère très complexe retrouvé dans toutes les plantes vasculaires et 

synthétisé au niveau de la paroi. La lignine assure rigidité aux parois cellulaires et imperméabilité 

aux tissus conducteurs.  

 

  I.1.3. Les composés terpéniques 

 

 Les composés terpéniques, aussi appelés terpénoïdes, sont issus de la condensation d unités isoprènes à  atomes de carbone. A l instar des composés phénoliques, la famille des 

terpénoïdes regroupe un large panel de molécules : faibles poids moléculaires, volatiles et 

molécules hautement polymérisées. La voie de biosynthèse des terpénoïdes conduit à la formation 

de nombreuses molécules importantes pour le développement de la plante : les caroténoïdes, les chlorophylles, l ubiquinone ou la plastoquinone.  

Les terpénoïdes se classent en fonction du nombre d unité s  isoprène s  (McGarvey et Croteau, 

1995) :  

- Les monoterpènes sont formés de deux unités isoprènes (C10) de structures variées (linéaires, 

monocycliques et bicycliques). Ce sont des composés souvent volatils et aromatiques (menthol, 

pinène) dont certains sont impliqués dans la signalisation plantes-insectes.  

- Les sesquiterpènes sont composés de 15 atomes de carbone dont la structure peut également 

être variable (linéaire, monocyclique et bicyclique).  

- Les diterpènes composés de 20 atomes de carbone. Parmi les dérivés de diterpènes, on retrouve 

la queue phytol des chlorophylles a et b.  

- Les triterpènes sont des composés à 30 atomes de carbone tels que le squalène.  

- Les tétraterpènes, composés de 40 atomes de carbone, et comprenant notamment les 

caroténoïdes.  
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  I.1.4. Bilan concernant les métabolites secondaires : un large champ 

d’investigation 

 

 L étude de ces métabolites secondaires est un champ d investigation immense dont les études ont commencé il y a plusieurs siècles et se poursuivent encore aujourd hui. A travers la 

présentation de ces trois grandes familles de métabolites secondaires, il apparait que leur 

synthèse peut être très hétérogène d une espèce à une autre. Cependant un point essentiel à retenir est l implication de ces molécules dans la réponse de la plante aux facteurs 

environnementaux. Bien que ces métabolites présentent une origine biosynthétique différente et donc des structures fortement hétérogènes, leur forte activité leur permet d être efficaces contre 
un large spectre de facteurs biotiques et/ou abiotiques. Certains métabolites secondaires peuvent 

également être importants en santé humaine. Actuellement, il est difficile d établir des schémas 

généraux de régulations communes ou des « modèles » de teneurs similaires entre ces différents 

composés, mais les outils de métabolomique ou transcriptomique peuvent permettre d aller plus 

loin dans ce sens.  

La biosynthèse des caroténoïdes est indépendante de celle des deux autres classes de métabolites 

secondaires décrites précédemment (alcaloïdes et composés phénoliques). Comparés à ceux-ci, peu de connaissances concernant l implication des caroténoïdes en réponse aux contraintes 

environnementales (biotiques et abiotiques) chez les plantes sont disponibles, malgré leur intérêt 

pour le fonctionnement de la plante et en santé humaine. 

 

 I.2. Les caroténoïdes : des métabolites importants du vivant 

 

  I.2.1. En santé humaine 

 

 Incapables de synthétiser les caroténoïdes, les humains et plus largement les animaux, 

sont obligés de se les procurer par leur alimentation.  

Les caroténoïdes sont impliqués dans la prévention de maladies métaboliques et plus 

particulièrement dans la prévention de certains cancers ou maladies cardio-vasculaires (Bartley 

et Scolnik, 1995). Par exemple, ils jouent un rôle essentiel dans la différenciation des cellules 

épithéliales. Les caroténoïdes tel que le -carotène sont des précurseurs de la vitamine A, et sont 
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par conséquent des précurseurs du rétinol et des rétinoïdes. La carence en vitamine A, dans les 

pays où la nourriture est principalement basée sur le riz, peut conduire à des cas de cécité, voire 

dans des cas extrêmes à la xérophthalmie affectant en particulier les enfants (Toennisessen, 1991; 

Bartley et Scolnik, 1995). De par leur propriété antioxydante, les caroténoïdes sont également 

capables de piéger les radicaux libres pouvant endommager l ADN, les protéines, les lipides mais 

également le métabolisme carboné (Nebeling et al., 1997; Krinsky et Johnson, 2005). Les principales sources en -carotène dans l alimentation sont les carottes fraîches (18,3 mg/100g de 

poids frais), les mangues (13,1 mg/100g de poids frais), la patate douce (9,5 mg/100g de poids 

frais) et la citrouille (6,9 mg/100g de poids frais) (Krinsky et Johnson, 2005). En revanche, les 

apports en lycopène proviennent essentiellement de la tomate (entre 9,3 et 29,3 mg/100g de 

poids frais) sous différentes formes (soupe, purée, sauce, jus) ainsi que la pastèque (4,9 mg/100g 

de poids frais) (Krinsky et Johnson, 2005).  

 

 Outre leur importance dans l alimentation, les caroténoïdes sont également utilisés en tant 
que colorants pour l industrie agroalimentaire.  

 

  I.2.2. Pour le développement et la défense des plantes 

 

 Chez les plantes, les caroténoïdes peuvent être synthétisés au niveau des organes 

chlorophylliens et non chlorophylliens. Ces pigments du métabolisme secondaire représentent, 

pour la physiologie de la plante, une famille importante de métabolites.  

Dans les organes chlorophylliens tels que les feuilles, les caroténoïdes sont regroupés au niveau 

des membranes des thylakoïdes. Ces pigments absorbent la lumière dont le spectre (400 à 

600nm) est complémentaire de celui de la chlorophylle. L énergie accumulée par les caroténoïdes est ensuite transférée aux chlorophylles afin d optimiser le mécanisme de photosynthèse. Afin d éviter les dommages photo-oxydatifs causés à l appareil photosynthétique par les formes réactives de l oxygène ROS , les caroténoïdes accumulés dans les photosystèmes )) sont 
impliqués dans la désactivation de triplet de chlorophylle (3Chl  et d oxygène singulet 1O2). Dans le photosystème )), le -carotène est impliqué plus particulièrement dans la désactivation des 1O2, tandis que la lutéine et la zéaxanthine sont impliquées dans la dissipation de l énergie d excitation 
des protéines des antennes collectrices (Jahns et Holzwarth, 2012).  

 

 Dans les organes non chlorophylliens tels que les fruits et les pétales, les caroténoïdes sont 

accumulés en grande quantité dans les chromoplastes. Dans ces organes, leur accumulation 

permet une coloration orange, jaune ou rouge plus ou moins intense, afin d attirer les insectes et 
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pollinisateurs et ainsi assurer la reproduction et/ou la dissémination de l espèce (Howitt et 

Pogson, 2006). Dans les organes souterrains tels que les racines ou les tubercules, la fonction des 

caroténoïdes n est pas clairement définie mais résulterait principalement de la sélection 
anthropique.  

 

 Les caroténoïdes sont également les précurseurs de métabolites importants pour la plante tels que l acide abscissique ABA  et les strigolactones. Parmi ces phytohormones, l ABA a été la plus étudiée. L ABA est impliqué dans de nombreux processus physiologiques de la plante et 

intervient à différents stades de son développement (Zeevaart et Creelman, 1988) :  

- L inhibition de la germination : processus de dormance  

- L abscission des organes de la plante feuilles, fruits   
- La maturation des fruits non climactériques  

- Le gravitropisme des racines et la tubérisation (Wareing et Jennings, 1980) 

- Le contrôle de l ouverture des stomates en réponse aux facteurs environnementaux.  

 

 L ABA est également une hormone impliquée dans la tolérance des plantes aux stress 

environnementaux et plus particulièrement en réponse à la restriction hydrique (Zhang et al., 

2006; Raghavendra et al., 2010).  

 Les strigolactones ont tout d abord été décrites comme impliquées dans les interactions 

symbiotiques mycorrhiziennes. Plus récemment leur rôle dans la régulation de la croissance 

foliaire a également été mis en évidence (Yoneyama et al., 2009).  

 Les caroténoïdes joueraient donc un rôle central en tant que précurseurs dans la régulation de la biosynthèse d ABA et de strigolactones. La compréhension des mécanismes de 

régulation de leur biosynthèse est donc un élément primordial.  

 

 I.3. Métabolisme des caroténoïdes  

 

  I.3.1. Une voie de biosynthèse déjà bien établie 

 

 La voie de biosynthèse des caroténoïdes a longuement été étudiée et est actuellement bien 

décrite (figure 1.2). Les principaux gènes de la voie de biosynthèse ainsi que l activité des enzymes 

codées par ces gènes ont été mis en évidence tout au long de la voie. La synthèse des caroténoïdes 

a lieu, chez les plantes, dans les plastes et est réalisée par des enzymes codées par des gènes 

nucléaires (Hirschberg, 2001). Pour simplifier l étude de cette voie de biosynthèse, trois étapes 

successives peuvent être mises en avant : la première partie est un tronc commun essentiellement 
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composé d enzymes de désaturation et d isomérisation, la seconde étape est composée de deux 
branches dont les enzymes ont pour fonction de cycliser les molécules, puis une dernière étape permet la synthèse des xanthophylles ainsi que la synthèse de l ABA.  
 

1ère étape de la voie de biosynthèse des caroténoïdes : le tronc commun 

 Les premiers précurseurs de la synthèse des caroténoïdes sont l isopentenyl 
pyrophosphate (IPP) ainsi que le dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP). Ces deux précurseurs sont synthétisés à partir du méthylérythritol phosphate MEP  et de l acide mévalonique MVA . 
Chez les plantes, les voies du MEP et MVA permettent la synthèse des unités isoprènes à 5 

carbones formant le squelette des caroténoïdes.  

 La condensation de trois molécules d )PP avec une molécule de DMAPP par la 
géranylgéranyl pyrophosphate synthase (GGPPs) permet la synthèse du géranylgéranyl pyrophosphate GGPP . Le GGPP est un précurseur très important d autres voies métaboliques 
permettant la synthèse des gibbérellines, des chlorophylles ainsi que des tocophérols. La 

condensation de deux molécules de GGPP conduit à la synthèse du phytoène, premier caroténoïde 

en C40 et incolore. Cette réaction est catalysée par la phytoène synthase (PSY) qui est codée, chez 

la carotte, par deux gènes PSY1 et PSY2.  

 Le phytoène subit ensuite plusieurs étapes de désaturation pour former le lycopène. Ces étapes sont réalisées par la phytoène désaturase PDS  et la -carotène désaturase (ZDS). Deux autres enzymes, la -carotène isomérase (Z-ISO) et la caroténoïde isomérase (CRTISO) permettent 

quant à elles la synthèse du trans-lycopène. Le lycopène est le premier caroténoïde coloré (rouge) 

et non cyclisé par rapport aux autres caroténoïdes colorés. Le lycopène constitue également un point d embranchement important dans la voie de biosynthèse des caroténoïdes puisque deux 
voies sont alors possibles à partir de ce précurseur : la branche -  conduisant à la synthèse de l -carotène et la lutéine et la branche -  conduisant au -carotène.  

 

1ere branche : la voie β-ε 

 Le lycopène est tout d abord cyclisé en -carotène par la lycopène -cyclase (LCYE). La 

lycopène -cyclase LCYB  permet quant à elle la synthèse de l -carotène. L -carotène est 

ensuite hydroxylé au niveau des deux cycles par la carotène -hydroxylase (CHXB) et la carotène 

-hydroxylase C(XE . Ces deux étapes d hydroxylation permettent la synthèse du produit final 

de cette première branche : la lutéine.  
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2ème branche : la voie β-β 

 Dans cette branche de la voie de biosynthèse, le lycopène est cyclisé à ses deux extrémités par la lycopène -cyclase. La première cyclisation permet la synthèse du -carotène et la seconde 

celle du -carotène. Le -carotène est ensuite hydroxylé par la CHXB pour former la zéaxanthine. Cette dernière peut alors former l anthéraxanthine et la violaxanthine par la zéaxanthine 

époxydase (ZEP). Les réactions catalysées par la ZEP sont réversibles et peuvent être réalisées 

par la violaxanthine dé-époxydase (VDE).  

 

Deux classes de caroténoïdes produites : Carotènes vs xanthophylles   

 Les voies de synthèse décrites ci-dessus conduisent à deux classes de molécules : les 

carotènes et les xanthophylles. Les carotènes sont composés du phytoène, du lycopène, de l -carotène, du -carotène ainsi que des produits intermédiaires. Les xanthophylles sont quant à 

elles composées notamment de la lutéine, de la zéaxanthine, de l anthéraxanthine, de la violaxanthine et de la néoxanthine. La particularité des xanthophylles est qu elles possèdent un ou plusieurs atome s  d oxygène dans leur structure, alors que les carotènes ne sont composés 

que de carbones et d hydrogènes. De manière générale, les xanthophylles sont associées aux 

feuilles car la lutéine est le caroténoïde majoritaire mais également parce qu elles ont été 

montrées comme impliquées dans la résistance au stress oxydatif. Les carotènes sont quant à eux 

davantage associés aux organes non chlorophylliens comme les fruits (tomate, poivron, fraise, cerise etc… , les fleurs et les organes souterrains (patate douce et racine de carotte). Cependant, 

il faut prendre ces généralités avec précautions car les teneurs en carotènes dans les feuilles ainsi 

que la présence de xanthophylles dans les organes non photosynthétiques ne sont pas 

négligeables.  

 

Vers la synthèse de l’ABA et des strigolactones 

 Les caroténoïdes peuvent ensuite permettre la formation des apocaroténoïdes par une succession d étapes enzymatiques. )l existe deux voies possibles pour la synthèse de l ABA et des 
strigolactones. La synthèse des strigolactones est réalisée par des enzymes de la famille des 

caroténoïdes clivages dioxygénases (CCD). Elle a lieu dans les plastes à partir du 9-cis- -carotène 

et du 9-cis-apo-10-caroténal et permet la synthèse du carlatone qui est le précurseur de la 

biosynthèse des strigolactones (Lopez-Obando et al., 2015). La seconde voie permet la synthèse de l ABA. La première étape enzymatique de la biosynthèse d ABA est la formation de xanthoxine 
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à partir de la néoxanthine et de la violaxanthine. Cette réaction est réalisée par les enzymes de la 

famille des 9-cis époxycaroténoïde dioxygénases (NCED). La xanthoxine est ensuite transformée en abscissique aldéhyde par l ABA alcool déshydrogénase (ABA2). L ABA est ensuite synthétisé par l abscissique aldéhyde oxydase AAO .  
 

  I.3.2. Un déterminisme génétique de l’accumulation des caroténoïdes 

basé sur les gènes de la voie de biosynthèse 

 

 De nombreuses études ont porté sur le déterminisme génétique des caroténoïdes et plus particulièrement sur l identification de régions du génome liées à leur accumulation. 

Logiquement, on retrouve dans ces régions des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes. 

Avec les avancées actuelles des techniques de séquençage et leur analyse, ainsi que la possibilité d étudier des populations en ségrégation, il a été possible d identifier plus précisément ces régions 

à la fois chez des espèces modèles, de haute importance économique, mais également chez des 

espèces de moindre importance économique.  

 

 Parmi les espèces de haute importance économique, le maïs et le blé ont été des cibles de premier ordre pour l étude de l accumulation des caroténoïdes. Si la voie de biosynthèse parait 
relativement simple, la diversité parfois contrastée des résultats met en avant la complexité liée à 

ce caractère. Chez le maïs, les analyses de locus lié à un caractère quantitatif (QTL) ont montré 

que les gènes PSY et ZDS étaient associés aux teneurs en caroténoïdes dans les grains 

contrairement au gène PDS (Wong et al., 2004). Une seconde étude associant plusieurs approches 

(analyse d association, de liaisons génétiques, d expression et de mutagenèse  montre que le gène codant la LCYE est impliqué dans l orientation du flux métabolique entre la branche -  et la branche -  (Harjes et al., 2008). Chez le blé, les analyses de QTL ont montré que trois copies de 

PSY (Psy-A1, Psy-B1 et Psy-D1) étaient impliquées dans la coloration jaune en lien avec les teneurs 

en lutéine, pigment majoritaire du grain de blé (Ravel et al., 2013). Chez les céréales, les facteurs génétiques en lien avec l accumulation des caroténoïdes dans les grains sont donc différents, 

suggérant l existence de mécanismes ou de gènes spécifiques impliqués dans l accumulation des 
caroténoïdes.  

 

 L accumulation des caroténoïdes dans les fruits est un des principaux attributs de la 

qualité du produit. Chez le piment, trois gènes majeurs sont impliqués dans la coloration du fruit 

mais seulement deux d entre eux ont pu être identifiés jusqu à présent : le gène codant la 

capsanthine-capsorubine synthase (CCS) est responsable de la couleur jaune et présente une forte 
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homologie avec les gènes codant les lycopène cyclases (LCYE, LCYB), alors que le gène codant la 

PSY est responsable de la couleur rouge ou orange (Hurtado-Hemandez et Smith, 1985). Chez la 

tomate, des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes ont également été identifiés comme 

étant corrélés aux teneurs en caroténoïdes. Les analyses de QTL ont mis en évidence que les gènes 

codant la PSY, la LCYB et la LCYE étaient impliqués dans l intensité de la couleur rouge (Liu et al., 

2003). Chez la pastèque, la simple mutation non synonyme dans le gène LCYB conduit à un phénotype jaune présence d une thymine en position  ou un phénotype rouge présence d une guanine en position 226) (Bang et al., 2007). Les hétérozygotes sont quant à eux de couleur 

jaune, montrant ainsi le caractère dominant de la mutation.  

 

 Seules quelques espèces cultivées accumulent des caroténoïdes dans les organes non-

photosynthétiques et souterrains tels que les racines ou tubercules : principalement la carotte, la pomme de terre et la patate douce. Dans ces organes, contrairement aux fruits, l accumulation des 
caroténoïdes se fait tout au long du cycle de développement. Cependant leur rôle n est a priori pas 

lié ni à la photosynthèse et à la photoprotection, ni à la dispersion de l espèce. L accumulation des caroténoïdes dans ce type d organes serait d avantage liée à la sélection anthropique. Chez la 
pomme de terre et la patate douce, peu de connaissances existent sur le déterminisme génétique de l accumulation des caroténoïdes qui ne représente pas un critère majeur de sélection. 
 

 Le déterminisme génétique en lien avec l accumulation des caroténoïdes est donc 
relativement contrasté en fonction de l espèce considérée et il n est pas possible d établir un 
schéma général ou de mettre en avant un gène en particulier. Néanmoins, l étude du déterminisme 
génétique a permis de mettre en avant des gènes clés de la voie de biosynthèse en lien avec l accumulation des caroténoïdes. Pour une meilleure compréhension de l accumulation de ces 
pigments des études fines mêlant des techniques de biologie moléculaire et de biochimie sont 

nécessaires.  

 

  I.3.3. Une régulation complexe dépendante du tissu et de l’espèce 

considérée 

 

 Comme montré précédemment, les caroténoïdes sont impliqués dans de nombreuses 

fonctions indispensables à la plante et sont accumulés plus particulièrement dans les feuilles, les 

pétales et les fruits. Au niveau de la voie de biosynthèse des caroténoïdes, différents niveaux de 

régulation pouvant expliquer leur accumulation peuvent s exercer en fonction du type d organe et de l espèce considérée. Cette régulation peut se faire à l échelle transcriptionnelle, au niveau 

enzymatique ou des teneurs même en protéine, ou encore au niveau de l organisation cellulaire 



 

 

 

 

Figure 1.3 : Schéma global des niveaux de régulation de la voie de biosynthèse des caroténoïdes  

(Cazzonelli et Pogson 2010). 
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et tissulaire (figure 1.3) (Cazzonelli et Pogson, 2010). Ces différents niveaux de régulation peuvent 

correspondre à des étapes limitantes de l accumulation des caroténoïdes se retrouvant tout au 

long de la voie de biosynthèse.  

 Ces niveaux de régulation sont importants puisqu ils interviennent à des moments 

cruciaux du développement de la plante : au moment du développement du feuillage pour la 

photosynthèse, pour la photoprotection lorsque le feuillage est développé, lors de la maturation 

des fruits, lors de la floraison mais également pour la résistance aux stress généraux tel que le 

stress oxydatif (induit par un stress lumineux, salin ou hydrique par exemple), pour la synthèse d ABA.  
 

 - La disponibilité des précurseurs de la voie.  

 La biosynthèse des caroténoïdes est réalisée par la voie du MEP dont les substrats initiaux 

sont le glycéraldéhyde-3-phosphate et le pyruvate et conduisent à la formation du GGPP. La 

première étape limitante pour la synthèse des caroténoïdes est la synthèse même du MEP. Chez la tomate, l expression du gène DXS (1-desoxyxylulose-5-phosphate synthase) est corrélée aux 

teneurs en caroténoïdes mais est spécifique de certains organes et stades de développement (Lois 

et al., 2000). Chez Arabidopsis thaliana, la synthèse des isoprénoïdes (chlorophylles, tocophérols, 

caroténoïdes, gibbérelline et ABA) est régulée par la DXS (Estévez et al., 2001). La GGPPs est 

également une enzyme clé pour l accumulation des caroténoïdes car elle est impliquée dans la 
synthèse de nombreux composés importants pour la plante (figure 1.3). Il a été montré que l expression de la GGPPs chez le poivron est forte au moment de la maturation du fruit 

(accumulation de lycopène). De façon surprenante, peu d études se sont intéressées à la 

compétition pouvant exister entre les différentes voies/métabolites dont le précurseur est le 

GGPP. Fray et al. (1995) ont par exemple montré que la surexpression de la PSY chez la tomate 

conduisait à un nanisme des plantes car le pool de GGPP était exclusivement utilisé pour la 

synthèse de caroténoïdes au détriment de la synthèse de gibbérellines. Cette question autour du 

gène GGPP est un point très intéressant qui pourrait expliquer les teneurs en chlorophylles et 

caroténoïdes et plus particulièrement leur ratio au niveau des membranes des thylakoïdes.  

 

- La PSY : enzyme clé de la voie de biosynthèse 

 La PSY est généralement présentée comme l enzyme clé pour la synthèse des caroténoïdes. 
Le gène codant cette enzyme est présent en deux homologues ou plus chez la tomate, le riz, le blé 

et le maïs mais n est présent qu en un seul exemplaire chez Arabidopsis thaliana (Cazzonelli et 

Pogson, 2010). Si l activité de la PSY reste inchangée, quels que soient les homologues, la 

localisation tissulaire et la régulation par des facteurs de l environnement peuvent en revanche 
changer. Chez la carotte par exemple, le gène PSY1 serait exprimé principalement dans les feuilles 
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alors que PSY2 serait plus spécifique des racines (Fuentes et al., 2012; Wang et al., 2014). Dans la 

racine de maïs ainsi que chez le riz, un stress salin induirait plus particulièrement l expression du 

gène PSY3 (Li et al., 2008; Welsch et al., 2008).  

 Des analyses de promoteur ont permis d identifier des motifs cis-régulateurs de type ATCTA également retrouvés dans les promoteurs d autres gènes liés à la photosynthèse, et qui 

seraient donc des éléments importants de régulation de PSY (Welsch et al., 2003). De plus, d autres 
motifs importants de régulation ont également été identifiés sur le promoteur : ABRE (ABA 

Binding Reponse Element), GARE (GA-Response-Element), ERE (Ethylene Response Element), 

MeJA (Methyl jasmonate), Ciracadian (Wang et al., 2014). Ces analyses de promoteurs suggèrent d une part que l expression de PSY pourrait être corrélée avec l expression d autres gènes 
impliqués dans la photosynthèse et peut-être plus particulièrement les chlorophylles, et d autre 
part que le gène PSY serait induit en réponse à l environnement.  
 L expression de PSY pourrait également être régulée par rétrocontrôle et plus 

particulièrement par les gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes mais également par l ABA. Ainsi un rétrocontrôle positif de l ABA sur PSY3 a été mis en évidence chez le riz et serait 

important dans la réponse aux stress abiotiques (Welsch et al., 2008). Chez la carotte, il a été montré que la surexpression du gène CYP A  codant l enzyme carotène hydroxylase était 

corrélée à une diminution des teneurs en protéine PSY, sans affecter le niveau d expression du gène correspondant, ainsi qu à une diminution des teneurs totales en caroténoïdes. Ces résultats 

suggèrent donc un rétrocontrôle négatif des caroténoïdes sur les teneurs en protéine PSY ainsi 

que sur le flux global de la voie (Arango et al., 2014).  

 

- Régulation de la synthèse du lycopène par les désaturases et isomérases  

 La régulation de la production de lycopène est également une étape importante 

notamment parce que ce composé constitue un critère de qualité pour de nombreux fruits tomate, poivron, pastèque etc… . Chez la tomate, il a été montré que l accumulation du lycopène 
au cours du développement du fruit était corrélée avec une augmentation de l expression de PSY 

et PDS (en amont du lycopène  et une diminution de l expression des gènes en aval du lycopène 
(Pecker et al., 1996; Ronen et al., 1999). On peut noter, ici encore, l importance du gène PSY pour l accumulation des caroténoïdes. Dans la pulpe d orange, l accumulation de lycopène est corrélée négativement avec l expression de LCYE mais est très positivement avec celle de LCYB, suggérant 

un rôle primordial de LCYE pour l accumulation de lycopène (Wang et al., 2011). L expression du 
gène LCYB chez les citrus (Alquézar et al., 2009) et la pastèque (Kang et al., 2010) a également été montrée comme impliquée dans l accumulation de lycopène au cours de la maturation.  
 Ces études permettent donc de mettre en avant le rôle central de la régulation transcriptionnelle pour l accumulation de caroténoïdes plus particulièrement du lycopène chez 
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les fruits. Les gènes en aval du lycopène joueraient donc un rôle primordial et constitueraient un goulot d étranglement important au sein de la voie de biosynthèse des caroténoïdes.  
 

- Orientation de la voie vers les branches β-ε ou β-β 

 Comment les tomates peuvent-elles être jaunes ou rouges, les poivrons rouges, jaunes ou 

orange, la pomme de terre jaune mais la patate douce plutôt orange et les citrons exclusivement jaunes ? C est une question intéressante à laquelle les chercheurs et sélectionneurs ont voulu répondre. La réponse réside, en grande partie, au cœur de la voie de biosynthèse des caroténoïdes 

et plus particulièrement au niveau des branches -  et - .  
 Chez Arabidopsis thaliana, des études de mutants montrent que les teneurs en lutéine 

peuvent être modifiées par le niveau de transcrits de LCYE (Pogson et Rissler, 2000). Chez la pomme de terre, il a été montré que l inhibition de l expression de la LCYE conduisait à une augmentation des teneurs en -carotène dans le tubercule (Diretto et al., 2006). Cependant, dans 

la graine de colza, l inhibition de LCYE par ARNi (ARN interférent) a pour conséquence une augmentation des teneurs en -carotène, zeaxanthine, violaxanthine, mais de façon surprenante 

aussi de lutéine, suggérant des mécanismes de rétrocontrôle spécifiques chez le colza (Yu et al., 

2008). Chez la patate douce par exemple, l inhibition de l expression du gène LCYE conduit à une orientation préférentielle de la synthèse des caroténoïdes vers la branche -  et augmente la 
résistance au stress salin des cals (Kim et al., 2013). Dans les feuilles d’Arabidopsis thaliana, il a 

également été montré que la surexpression du gène CHXB entrainait une augmentation des 

teneurs en xanthophylles et conduisait à un phénotype résistant à un stress lumineux intense 

(Davison et al., 2002). Ces résultats suggèrent donc que l orientation préférentielle de la voie de biosynthèse, vers la branche -  par exemple ou la synthèse de composés spécifiques, permettrait l induction de réponses de défense de la plante et donc un fort niveau de résistance aux facteurs 
environnementaux. Des éléments régulateurs de type ARBRE au niveau des promoteurs 

pourraient être impliqués, au niveau de différents gènes de la voie de biosynthèse des 

caroténoïdes, comme cela a pu être mis en évidence pour PSY. Avec les récentes données du 

génome de la carotte (Iorizzo et al., 2016 et Xu et al., 2014), il serait intéressant d approfondir le 
rôle des séquences promotrices des gènes de la caroténogénèse. 

 

- Le catabolisme des caroténoïdes 

 La synthèse de la zéaxanthine et de la violaxanthine, catalysée par la ZEP et VDE, est 

contrôlée par la lumière. En effet, ces deux métabolites présentent une propriété antioxydante forte et permettent la dissipation de l excès d énergie lumineuse. La ZEP est principalement 

activée le jour et conduit à la synthèse de zéaxanthine et violaxanthine, alors qu à l obscurité la 
VDE est activée et permet la réaction inverse (Demmig-Adams et Adams, 2002).  
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 L expression des gènes de la famille des NCED et CCD a également été montrée comme 

corrélée à la teneur en caroténoïdes. La perte de fonction de ces gènes entraîne une augmentation 

des teneurs en caroténoïdes chez Arabidopsis thaliana (Auldridge et al., 2006) chez les citrus (Kato 

et al., 2006) ou encore chez la fraise (García-Limones et al., 2008). Par ailleurs, l expression des 
gènes NCED a été démontrée comme modulée par les facteurs environnementaux et plus particulièrement pour la synthèse d ABA chez Arabidopsis thaliana (Iuchi et al., 2001), chez l avocat (Chernys et Zeevaart, 2000) ou encore durant la maturation des fruits (Leng et al., 2014).  

Il apparait donc que le catabolisme des caroténoïdes est finalement assez méconnu, contrairement aux autres étapes de la voie. Or, dans le cas d étude de facteurs environnementaux, 
cette étape peut être essentielle pour la synthèse d ABA, hormone impliquée dans la résistance 

des plantes aux stress.  

 

- Régulation par les facteurs de transcription : mécanisme de régulation encore peu connu  

 Jusqu à présent l étude de facteurs de transcription agissant sur le niveau d expression des 
gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes reste limitée. De façon intéressante, leur étude n a été que principalement réalisée sur les gènes du début de la voie de biosynthèse des 

caroténoïdes. Dans les organes chlorophylliens, Toledo-Ortiz et al. (2010) ont montré que les facteurs de transcription de type P)F Phytochrome factor  inhibent l expression de PSY en lien 

avec la transduction du signal lumineux durant les cycles jour/nuit. Chez la tomate, plusieurs 

facteurs de transcription ont été mis en évidence. Le facteur de transcription SGR (Stay-green) a 

été identifié comme un régulateur positif de RIN (Ripening Inhibitor) et jouant un rôle 

déterminant dans  la dégradation des chlorophylles  des fruits et feuilles de tomate (Liu et al., 

2015). Le facteur de transcription RIN interagit directement sur le promoteur du gène PSY 

permettant la maturation du fruit de tomate (Martel et al., 2011). Chez Arabidopsis thaliana, un 

facteur de transcription de la famille APETA2 (RAP2.2) se fixe spécifiquement au promoteur de 

PSY et régule l expression de PSY et PDS et donc les teneurs en caroténoïdes (Welsch et al., 2007). Chez la tomate, la surexpression d un facteur de transcription de type MYB issu de la vigne VvMyb b  a entrainé une augmentation de la teneur en -carotène (Mahjoub et al., 2009).  

 La variation du niveau d expression des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes pourrait donc en partie s expliquer par les facteurs de transcription. Comme souligné précédemment, les données issues des génomes récemment séquencés permettraient l analyse 
des promoteurs des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes. Dans un premier temps 

concernant les gènes de début de la voie de biosynthèse pour confirmer plus en détail ce qui a été montré dans les différents travaux présentés. Dans un second temps concernant l ensemble des 
gènes de la voie de biosynthèse. Des analyses fines des promoteurs passant par l étude de 
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promoteur délétés permettraient de vérifier et mettre en avant le ou les éléments clés permettant l induction des gènes de la caroténogenèse.  
 

- Différenciation des proplastes en chromoplastes : une étape importante pour le stockage 

des caroténoïdes 

 La différenciation des plastes en chromoplastes constitue une barrière importante pour l accumulation des caroténoïdes. Le gène Or a ainsi été montré comme impliqué dans la 

différenciation des plastes en chromoplastes et a un impact important sur les teneurs en 

caroténoïdes, sans pour autant être directement impliqué dans la régulation de la voie de 

biosynthèse des caroténoïdes (Li et Van Eck, 2007). Ainsi, chez la pomme de terre, la fusion du 

promoteur GBSS (granule-bound starch synthase) avec le gène Or conduit à une production de 

tubercule à chair jaune-orangée et des teneurs en caroténoïdes jusqu à six fois plus importantes 

par rapport au génotype sauvage (Li et Van Eck, 2007). Le même résultat a pu être observé chez 

le chou-fleur (Lu et al., 2006). Cette augmentation des teneurs en caroténoïdes n est pas liée directement à l expression du gène Or et donc à l activité de l enzyme codée par ce gène, mais plus 

particulièrement à la séquestration des caroténoïdes au sein du chromoplaste.  

 

- Implication de la régulation épigénétique  

 Très peu d études se sont intéressées à la régulation des caroténoïdes par l épigénétique. 
Une méthyltransférase histone lysine « SDG8 » a été découverte comme régulateur de la lutéine 

chez un mutant ccr1 (carotenoid et chlorophyll regulation). SDG8 ciblerait le gène CRTISO mais plusieurs questions relatives à l interaction entre SDG  et CRTISO ainsi que le fonctionnement de la régulation épigénétique pour l accumulation des caroténoïdes restent en suspens (Cazzonelli et 

Pogson, 2010).  

 

 

 Les connaissances actuelles sur la voie de biosynthèse de ces pigments sont relativement 

nombreuses mais les mécanismes de régulation peuvent varier d un organe à un autre et d une espèce à l autre rendant difficile l élaboration d un schéma général de régulation pour l ensemble 
des espèces. Néanmoins il apparait que la régulation par le niveau d expression des gènes explique 

relativement bien les variations de teneurs en caroténoïdes, en particulier chez les fruits. Dans le 

contexte sociétal actuel où la santé humaine est au cœur des préoccupations, il apparait évident 
que l étude de l accumulation de ces pigments chez des espèces d intérêt était et reste une 

nécessité notamment dans les organes souterrains tels que les racines ou les tubercules pour 

lesquels les connaissances restent à l heure actuelle encore très limitées.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.4 : Centre de domestication et dispersion de la carotte cultivée (Clotault 2009). 
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II. LA CAROTTE : UN LEGUME-RACINE AUX FORTES TENEURS EN 

CAROTENOIDES 

 

 De par ses propriétés nutritionnelles, la carotte est l un des légumes racines le plus 

consommé dans le monde. La Chine est le premier producteur de carotte avec 16,2 millions de 

tonnes en 2013 suivie par la Russie, l Ouzbékistan et les Etats-Unis (environ 1,5 millions de tonnes 

chacun). En 2013, la France a produit environ 565 mille tonnes de carotte et se situe au 4ème rang 

européen. La production nationale est relativement stable avec des rendements en augmentation 

(18%) alors que la superficie tend à diminuer (-7%) (FAOStat). Les bassins de production majeurs 

de carotte en France sont la région Aquitaine et la Normandie. Les carottes sont utilisées pour l alimentation carottes fraiches et industrie  et l alimentation animale. La consommation de carottes en France est d environ kg/habitant/an ce qui en fait le second légume le plus 

consommé par ménage. Très accessible et facile d utilisation, ce légume est consommé par la 
plupart des ménages (taux de pénétration très élevé de 85% (Scandella, 2010)).  

 

 II.1. L’histoire de la carotte cultivée : impact de la sélection anthropique 

 

  II.1.1. Origine et histoire de la carotte cultivée 

 

Les semences de carotte, comme de nombreuses autres Apiacées, ont été utilisées pour 

leur propriété aromatique comme épice ou produit médicinal (Simon et al., 2008). Chez les Grecs 

et les Romains, il est même rapporté la consommation de carottes à racine blanche d o‘ l hypothèse d une domestication de carottes dans ces régions. Cette hypothèse serait en fait due à 
une confusion avec le panais (Rubatzky et al., 1999).  

 

Les populations originelles de carotte d Afghanistan présentent des racines charnues de couleur violet clair jusqu à noir, caractérisées par une forte teneur en anthocyanes contrairement 

à la carotte sauvage européenne qui présentait, quant à elle, une racine peu charnue, fibreuse et 

désagréable au goût (Reduron, 2007). L Afghanistan est actuellement considéré comme le centre 

de domestication de la carotte (figure 1.4). Cette région est également considérée comme le centre principal de diversification de l espèce Daucus carota (Mackevic, 1929; Banga, 1963).  



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.5: Variabilité des types morphologiques de racine de carotte (Simon et al., 2008). 
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 La domestication aurait consisté à sélectionner des plantes à racine charnue, moins 

fibreuse et moins ramifiée. La carotte jaune, également présente dans les mêmes régions que la carotte pourpre, est considérée comme un mutant dépourvu d anthocyanes (Laufer, 1919) dont 

les profils chromatographiques en caroténoïdes sont relativement proches.  

 A partir du X)ème siècle, la zone de diversification de la carotte s est étendue vers l Ouest jusqu en Europe en suivant les routes commerciales. Ainsi sa présence a été rapportée au Moyen 

Orient et en Afrique du Nord puis en Espagne au XIIème siècle (Clément-Mullet, 1866), en Italie 

au début du XIVème (Crescenzi, 1548) et en France (Gibault, 1912), en Allemagne et aux Pays-Bas 

(Sangers, 1952) durant le XIVème siècle. Les racines de carotte étaient alors de couleur jaune ou pourpre. Ce n est qu à la fin du XV))ème qu est apparue la carotte blanche, dérivée des types jaunes 

ou pourpres, ce qui a été confirmé par des analyses de structuration de diversité génétique 

(Clotault, 2009).  

 L origine de la racine de couleur orange est cependant mal connue, les premières 
indications de son existence ont été des tableaux flamands du XVIIème siècle (Banga, 1963). Banga 

(1963) propose que la carotte orange soit le résultat d une mutation naturelle au sein de carottes 

jaunes accentué par la sélection anthropique pour de fortes teneurs en carotènes. La carotte aurait 

été introduite en Chine vers le XIIIème ou XIVème siècle (Laufer, 1919), puis au Japon à partir de 

1631. La sélection anthropique a abouti à l apparition du type rose ou rouge, symbole de chance en Asie. Aujourd hui encore, certaines variétés de carotte rose, notamment la « Kintoki », sont 

encore cultivées. A partir du XVIIIème siècle, des variétés européennes orange auraient été 

introduites au Japon (Simon et al., 2008) via les Etats-Unis (figure 1.4).  

Actuellement les ressources génétiques disponibles sont très nombreuses et il reste une 

forte diversité à exploiter pour la couleur de la racine notamment (Jourdan 2015).  

 

  II.1.2. Une racine sous forte sélection anthropique 

 

 Depuis de nombreuses années, les cultures locales de variétés de carotte ont abouti à une 

grande diversité phénotypique des types cultivés (figure 1.5). Cependant, le marché de la carotte 

a conduit la sélection variétale vers une uniformisation si bien que la racine de carotte largement 

répandue actuellement est de calibre standard, de forme cyclindrique et de couleur orange. Cette 

uniformisation a été rendue possible grâce au développement de variétés hybrides, suite à la 

découverte de deux types de stérilité mâle géno-cytoplasmique (Peterson et Simon, 1986). Le type 

« étamines pétaloïdes » identifié par Munger en 1953 qui se caractérise par la transformation des 

étamines en pièces pétaloïdes, et le type « anthères brunes » découverte par Welch et Grimbal en 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.6 : Morphologie de la fleur de carotte selon le type de stérilité mâle : mâle fertile à gauche, stérilité mâle de type « 

étamines pétaloïdes » au centre et stérilité mâle de type « anthères brunes » à droite (Simon et al., 2008). 
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1947 se caractérisant par des anthères recroquevillées et les cellules mères des grains de pollen 

ne dépassant pas le stade tétrade (figure 1.6).  

 

 Les principaux critères de sélection de la carotte de nos jours (Simon et al., 2008) sont :  

- Le rendement, facteur essentiel de rentabilité économique : les rendements totaux en carotte 

peuvent varier entre 30 et plus de 100t/ha mais dépendent des pertes liées particulièrement aux 

contraintes environnementales.  

- La résistance aux pathogènes, dans un contexte de limitation des intrants : principalement la 

brûlure foliaire causée par Alternaria dauci, Cercospora carotae et Xanthomonas campestris pv. 

carotae, la mouche de la carotte (Psila rosae), la maladie de la tache (cavity spot) (espèces du genre 

Pythium) et certains nématodes (Meloidogyne spp.).  

- L uniformité de la forme de la racine : longueur, diamètre et couleur (racine concolore, « cœur » 

(xylème) et cortex (phloème) de couleur identique).  

- La qualité nutritionnelle et organoleptique : teneurs en caroténoïdes, sucres et terpènes mais 

également texture et saveur de la racine.  

- La production de semences : fertilité et bonne qualité du pollen, attractivité pour les 

pollinisateurs et semences avec un taux de germination élevé.  

 

 La diversité des types colorés représente également un atout pour la segmentation du marché de la racine de carotte mais reste encore mal exploitée. Aujourd hui il n est plus rare de 
retrouver des carottes jaunes, blanches ou violettes en grande distribution. La couleur représente 

indirectement pour le consommateur un indicateur de qualité organoleptique mais également 

nutritionnelle (Abbott, 1999). 

 

 II.2. Un modèle original pour l’étude de l’accumulation des caroténoïdes  

 

  II.2.1. Une richesse importante en composés bénéfiques 

 

 Depuis de nombreuses années, la carotte a l image de légume santé, et est par conséquent recommandée dans le cadre d une alimentation saine et équilibrée. En effet, elle se compose 
majoritairement de sucres solubles, caroténoïdes et fibres.  

 La racine de carotte est riche en fibres (3,4g.100g-1 MF (matière fraîche)) qui comprend l ensemble des glucides pariétaux cellulose, hémicellulose et pectine . Au cours du 
développement, le pourcentage de fibres augmente très fortement lors des trois premiers mois de 

culture mais tend à diminuer en fin de cycle (Nicolle, 2003).  



 

  



 

 

 

 

Figure 1.7 : Différences de couleur chez la carotte dues à l'accumulation majoritaire d'un ou plusieurs caroténoïdes ou 

d’anthocyanes (Clotault 2009). 

 

 

 

 

Tableau 1.1 : Variabilité des teneurs en caroténoïdes dans différents génotypes de carotte (Nicolle et al., 2004). 
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L analyse de la composition glucidique de la racine de carotte montre que le saccharose 

est la forme de stockage majoritaire (1,5 à 5g.100g-1 MF) par rapport au glucose (0,5 à 2g.100g-1 

MF) et au fructose (0,5 à 1,5g.100g-1 MF) et varie en fonction du génotype-couleur considéré 

(Alasarvar et al., 2001). Durant le développement de la racine, les teneurs en sucres solubles 

augmentent. L analyse fine des différents sucres montre que les teneurs en saccharose 
augmentent très rapidement ainsi que le rapport saccharose/glucose + fructose. Les teneurs en 

sucres sont également différentes entre les tissus de la racine de carotte. Ainsi les teneurs en 

sucres sont plus importantes dans le phloème secondaire par rapport au xylème secondaire avec 

un rapport pouvant varier entre 1,2 et 3,3 durant le cycle de développement (Phan et Hsu, 1973). 

Les teneurs en amidon restent quant à elles relativement négligeables. Durant le développement, 

les teneurs en amidon augmentent rapidement en début de cycle mais seraient vite reconverties 

en saccharose (Platenius, 1932).  

De plus, les racines de carotte sont composées de minéraux qu elles captent dans le sol. Le 
potassium est le macroélément le plus abondant dans la racine (environ 500mg.100g-1 MF) suivi 

du calcium, du sodium, du magnésium et en moindre mesure du fer et zinc (Nicolle et al., 2004). 

Néanmoins, les teneurs de ces éléments varient non seulement en fonction du phénotype-couleur considéré mais également en fonction du génotype considéré au sein d un même type coloré 
(Nicolle et al., 2004). 

 

Cependant, deux caractéristiques originales de la carotte sont l accumulation en 
caroténoïdes anormalement très élevée pour un végétal et la diversité liée à ces composés. 

 

  II.2.2. Une accumulation particulière en caroténoïdes 

 

 L accumulation des caroténoïdes dans la racine de carotte en fait sans doute une racine 
originale, présentant une pigmentation orangée, jaune, rouge ou blanche (figure 1.7). La carotte présente donc un large panel de couleur dû à l accumulation majoritaire d un ou deux caroténoïdes. Cependant au sein d un même type coloré, les teneurs en caroténoïdes totaux 
peuvent varier (tableau 1.1) (Nicolle et al., 2004). Au sein même d une racine, les caroténoïdes ne 
sont pas répartis de façon homogène. En effet des analyses par spectroscopie FT-Raman de coupes 

transversales de racine de carotte montrent que les caroténoïdes sont majoritairement accumulés 

dans le tissu phloémien (figures 1.8 et 1.9) (Baranska et al., 2006). Le -carotène ainsi que l -

carotène représentent les principaux caroténoïdes des racines orange (environ 90%) dont les teneurs peuvent varier d environ  à mg. g-1 MF (Nicolle et al., 2004; Surles et al., 2004). 

Chez les génotypes jaunes, le caroténoïde majoritairement accumulé est la lutéine. De manière 

générale, les génotypes jaunes accumulent peu de caroténoïdes totaux, environ 0,5mg.100g-1 MF 
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(Nicolle et al., 2004; Surles et al., 2004). Les génotypes rouges accumulent majoritairement du lycopène avec des teneurs totales d environ mg. g-1 MF (Surles et al., 2004) et sont de façon 

générale moins étudiés par rapport aux autres classes de couleur de racine. Les racines blanches 

ne contiennent quant à elles pas de caroténoïdes. Il existe également des racines de carotte 

violettes accumulant des anthocyanes mais également de la lutéine, du -carotène et de l -

carotène (tableau 1.2). 

 

  II.2.3. Evolution de la teneur en caroténoïdes au cours du 

développement de la carotte 

 

 Pour la carotte de consommation, le cycle de développement peut être découpé en trois 

stades (Villeneuve et Leteinturier, 1992) :  

- Levée et installation : correspond à la sortie des cotylédons et des deux premières feuilles ainsi que le développement d une fine racine primaire.  
- Développement du feuillage : les feuilles sont disposées en rosette, la production d énergie 
carbonée par la photosynthèse.  

- tubérisation : dernier stade du développement, la racine s épaissit en commençant par le haut.  

 Durant le développement de la racine de carotte, les teneurs en caroténoïdes augmentent 

graduellement tout au long du cycle mais plus particulièrement à partir de la 9ème semaine (Figure 

1.10) (Clotault et al., 2008), stade correspondant au début de la tubérisation. On observe 

également une forte accumulation entre la 11ème et la 14ème semaine après semis jusqu à atteindre 
le stade de maturité biochimique (Villeneuve et Leteinturier, 1992). Dans le cas d un cycle long 
avec conservation au champ, une diminution des teneurs en caroténoïdes est observée et l évolution des teneurs en caroténoïdes peut être représentée par une courbe en cloche (Figure 

1.11) (Villeneuve et Leteinturier, 1992).  

 L accumulation des caroténoïdes dans la racine de carotte se réalise donc tout au long du 

développement mais plus particulièrement pendant la phase de tubérisation contrairement aux 

fruits tels que la tomate pour laquelle un pic d accumulation apparait en quelques jours seulement 

(Ronen et al., 1999). La tubérisation est un stade déterminant pour l élaboration de la qualité chez 
la carotte. Cependant, la connaissance de l accumulation en caroténoïdes au cours du 
développement reste très partielle. Par exemple, l influence des facteurs environnementaux, 

appliqués à des stades précoces du développement sur les teneurs finales en caroténoïdes n est 



 

 

 

 

 

Figure 1.12 : Position des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes sur la carte génétique de la carotte (Just et al., 

2007; Just et al., 2009). 
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pas connu, ainsi que la remobilisation potentielle de caroténoïdes sous forme d énergie carbonée 
pour la résistance aux facteurs environnementaux ou la floraison.  

 

 II.3. Régulation de l’accumulation des caroténoïdes chez la carotte 

 

  II.3.1. Déterminisme génétique : des locus et QLTs liés aux gènes de la 

voie de biosynthèse 

 

 Chez la carotte, le déterminisme génétique de l accumulation des caroténoïdes, critère 
majoritaire de la qualité, a relativement bien été étudié. Une première étude focalisée sur l héritabilité du différentiel de couleur entre le xylème et le phloème de racine de carotte a pu 
mettre en évidence un gène majeur (locus Y) impliqué dans le contrôle de la couleur (orange ou 

blanc) dans ces deux tissus (figure 1.12). La version dominante du gène Y confère la couleur 

blanche et les génotypes yy sont de phénotype orange suggérant un rôle dans le blocage de l accumulation des caroténoïdes dans la racine (Buishand et Gabelman, 1979). Une carte 

génétique permet de mettre en évidence la position des gènes de la voie de biosynthèse des 

caroténoïdes ainsi que les loci Y et Y2 situés sur les groupes de liaison 2 et 5 respectivement (Just 

et al., 2007, 2009). Un second gène majeur (Y2) a également été mis en évidence dans la coloration 

jaune ou orange du xylème et phloème (figure 1.12) (Buishand et Gabelman, 1979).  

 

 Depuis plusieurs années, les travaux de l équipe « Qualité et résistance aux bioagresseurs 

des espèces légumières » (QuaRVeg) se sont focalisés sur le déterminisme génétique de l accumulation des caroténoïdes dans des populations présentant une grande variabilité de 

phénotypes-couleur. Les premiers travaux visaient à améliorer la connaissance de la diversité génétique de la carotte cultivée. L étude a été menée à partir de  individus appartenant à des 
cultivars différents pour maximiser les différences phénotypiques et sur 7 gènes de la voie de 

biosynthèse des caroténoïdes. Les analyses du polymorphisme nucléotididique (SNP) ont permis 

de mettre en évidence une structuration des individus liée à leur origine géographique (carotte de l est et de l ouest  (Clotault et al., 2010). Ces premiers travaux permettent de mettre en avant l impact de la sélection anthropique sur la structuration de la diversité génétique de la carotte 

cultivée. Suite à ces travaux, une seconde étude a été réalisée sur une population déstructurée 

(issue d intercroisements entre individus de racines blanches, orange, roses, violettes et jaunes) 

et visait à mettre en évidence de façon fine le déterminisme génétique des teneurs en caroténoïdes par génétique d association sur gènes candidats issus de la voie de biosynthèse des caroténoïdes 

(Jourdan et al., 2015). Cette étude a permis en particulier d identifier l implication des gènes ZEP 
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et PDS dans le contrôle des teneurs globales en caroténoïdes. De plus, les auteurs suggèrent que 

ZEP pourrait être le gène candidat correspondant au locus Y2 et que les gènes PDS et PTOX 

pourraient correspondre au locus Y (Jourdan et al., 2015). Récemment, le séquençage du génome 

de la carotte a permis de mettre en évidence une proximité importante (3,5cM) entre le gène Y et 

le gène CHXB. Cependant l identification de ce gène comme étant CHXB n a pu être confirmée 

(Iorizzo et al., 2016). )l a également été montré qu un allèle déficient décalage du cadre de 
lecture) du gène CYP93A codant une carotène hydroxylase expliquait les variations de teneurs en 

-carotène dans une grande population de carotte (Arango et al., 2014). Dans les travaux de 

Jourdan (2013) il a été montré qu une lycopène -cyclase ainsi qu une carotène hydroxylase 

pourraient être responsables de l accumulation de lycopène chez la carotte.  
 

 Chez la carotte, les différentes études réalisées jusqu à présent ont pu permettre d établir 
des relations entre des locus et des variants alléliques et les teneurs en caroténoïdes dans la 

racine. De façon très intéressante, la majorité des locus et QTLs correspondent à des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes. Ces résultats laissent donc supposer que l expression des 
gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes serait importante pour l accumulation de ces 
composés dans la racine de carotte.  

 

  II.3.2. Régulation moléculaire et cellulaire : des gènes clés et une 

capacité de stockage déterminante  

 

 Au cours du développement de la carotte, le niveau d expression des gènes impliqués dans la biosynthèse des caroténoïdes n explique qu en partie l évolution des teneurs en caroténoïdes 

car il dépend fortement du génotype considéré (Clotault et al., 2008). En effet, dans cette étude, il a été mis en évidence que l expression relative des gènes ne pouvait pas expliquer l absence de 
caroténoïdes chez le génotype blanc. En effet dans ce génotype, un niveau d expression relative 
équivalent aux génotypes colorés était détecté. Chez le génotype rouge en revanche, les gènes en 

amont du lycopène étaient de plus en plus exprimés et ceux en aval moins exprimés au cours du développement et plus particulièrement en fin de cycle. Ces variations d expression de gènes pour 
ce génotype étaient cependant corrélées à l évolution des teneurs en lycopène et sont en accord avec d autres études menées sur tomate par exemple. Pour les génotypes orange, le niveau d expression des gènes était également bien corrélé aux teneurs totales en caroténoïdes mais 

seulement lors des stades précoces du développement, en fin de cycle les niveaux d expression 
génique étaient difficilement reliés aux variations de teneurs. Ces travaux ont également pu 

émettre les premières hypothèses du rôle clé de la PSY pour l accumulation des caroténoïdes et 
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l existence de deux variants chez la carotte (Clotault et al., 2008). L étude d un génotype blanc 
muté surexprimant le gène PSY chez la carotte (Maass et al., 2009) a permis de confirmer la 

première hypothèse proposée par Clotault et al. (2008). Ce mutant présentait un phénotype 

orange et accumulait des caroténoïdes au sein de la racine. Ces travaux ont également été 

confirmés par Bowman et al. (2014). Une étude plus récente de la PSY a permis de mettre en 

évidence une expression organe-spécifique de chacun de ses variants (PSY1 et PSY2) présents 

chez la carotte (Wang et al., 2014). Cette étude a permis de mettre en évidence que l expression 
du gène PSY1 était beaucoup plus importante dans les feuilles de carotte mais ne serait pas liée 

aux variations de couleur dans la racine. Ces résultats montrent donc que le niveau d expression 
des gènes peut être corrélé au niveau des teneurs en caroténoïdes durant le développement de la 

carotte mais que cela dépend du génotype considéré. De plus, ils mettent en évidence le rôle clé 

du gène PSY chez la carotte, rôle qui dépend néanmoins de l organe considéré. 
 Une autre étude a montré que le gène LCYB1 jouait un rôle important pour l accumulation 
des caroténoïdes chez la carotte. En effet des mutants de carotte surexprimant ou n exprimant pas 
le gène LCYB1 présentaient des teneurs en chlorophylles, caroténoïdes totaux et -carotène plus 

importantes ou moins importantes respectivement par rapport au contrôle (Moreno et al., 2013). 

Cette étude montre également que l expression du gène LCYB1 n est pas spécifique d un type d organe contrairement à PSY.  

 Dans leur étude, Fuentes et al. (2012) ont montré que l expression des gènes de la voie de 
biosynthèse des caroténoïdes était corrélée aux teneurs en caroténoïdes en fonction des 

différentes sections de la racine de carotte (partie haute exposée à la lumière et partie basse à l obscurité). Cette étude montrait également que la différenciation des chromoplastes coïncidait avec l accumulation des caroténoïdes dans la partie haute de la racine qui est exposée à la lumière dont l action empêche la différenciation des plastes en chromoplastes (Fuentes et al., 2012). Des 

études de microscopie ont montré que chez les génotypes de couleur orange, l accumulation des 
caroténoïdes dans les chromoplastes se faisait sous forme de cristaux et qu une plus forte teneur en caroténoïdes était davantage liée à un nombre important de cristaux plutôt qu au nombre de 
chromoplastes (Kim et al., 2010). Dans les génotypes blancs, les chromoplastes accumulent davantage d amidon et présentent une structure en forme d amyloplaste plutôt qu une forme 
chromoplastique (Kim et al., 2010). Ces travaux montrent donc qu au-delà du niveau même d expression des gènes des caroténoïdes, la capacité de stockage de ces composés dans les chromoplastes de la racine de carotte est un facteur limitant pour l accumulation de ces composés.  
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 S il apparait que la régulation transcriptionnelle explique plutôt bien le pic d augmentation de caroténoïdes chez les fruits, il est difficile d établire un schéma global de 
régulation à l échelle transcriptionnelle chez la carotte. En effet on s aperçoit qu il existe un fort effet génotype mais également un effet de l organe considéré. Cependant, ces études suggèrent 

que la capacité de stockage des caroténoïdes dans les chromoplastes de la racine est un facteur 

limitant quel que soit le génotype considéré. De plus l existence possible d une régulation 
commune entre chlorophylles et caroténoïdes dans les feuilles laisse penser que leurs teneurs 

sont strictement régulées.  

 

 Nous avons donc vu à travers les nombreux travaux issus de la bibliographie que les connaissances concernant l accumulation des caroténoïdes, le déterminisme génétique et la régulation à l échelle moléculaire et cellulaire permettaient d expliquer relativement bien les 

teneurs en caroténoïdes chez la carotte en fonction du génotype considéré. Cependant, l influence 
de facteurs environnementaux sur le déterminisme génétique et les mécanismes de régulation 

reste méconnue et pourrait contribuer à mieux comprendre l accumulation des caroténoïdes chez 
la carotte.  
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III. IMPACT DES FACTEURS DE L’ENVIRONNEMENT SUR 

L’ACCUMULATION DES CAROTENOIDES 

 Actuellement, l une des problématiques majeures en culture est l impact de facteurs 
environnementaux sur les productions végétales. Ces changements environnementaux 

représentent un enjeu fort en production végétale car les plantes sont soumises à des contraintes 

telles que des sécheresses ou des inondations mais également l apparition de nouvelles maladies.   Ces contraintes de l environnement peuvent donc impacter les rendements mais également 
les propriétés nutritionnelles et organoleptiques des productions végétales. Dans ce contexte les 

caroténoïdes possèdent potentiellement un rôle central. En effet, comme vu précédemment, ils 

peuvent être impliqués dans la réponse aux stress directement ou indirectement en tant que 

précurseurs, mais ils représentent également un attribut de qualité nutritionnelle et 

organoleptique chez les fruits et la carotte.  

 

 III.1. Nature des facteurs environnementaux 

 

  III.1.1. Généralités  

 

 Dans leur environnement, les plantes sont soumises à une multitude de variation de 

facteurs environnementaux. Ces facteurs environnementaux peuvent être de nature variée, 

biotique et/ou abiotique et peuvent conduire à des changements métaboliques importants au sein 

de la plante. Le terme stress, utilisé pour caractériser ces changements environnementaux 

comparés à des conditions standards de culture, est parfois remis en question tant sa définition 

conduit à de nombreux désaccords. Plusieurs questions restent alors en suspens : (i) Un stress 

correspond-il au fait que la plante ne se trouve pas dans ses conditions optimales de 

développement sans pour autant affecter profondément sa croissance ? Ou cela correspond-il au 

fait qu il y ait vraiment une ou plusieurs modification(s) de la morphologie de la plante et des 

modifications biochimiques au sein de la plante ? (ii) Comment peut-on « mesurer » le stress ?  

Actuellement plusieurs définitions peuvent être trouvées. Par exemple, Larcher (1987) 

définit le stress comme « un état dans lequel il y a augmentation des demandes en énergie de la 

plante conduisant à une déstabilisation des fonctions suivie par une augmentation de la 
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résistance. Si les limites de tolérance sont dépassées et la capacité d adaptation surchargée, cela 
entrainera des dommages permanents ou bien la mort ». Par contre, Grime (1991) a défini le 

stress comme « une contrainte qui limite l utilisation des ressources pour la croissance et la 
reproduction ». Dans ces deux définitions on peut voir deux éléments communs : détournement de l énergie de la plante pour lutter contre le stress et des fonctions vitales qui vont être 

perturbées.  L efficacité plus ou moins importante des réponses aux contraintes environnementales de 

la plante vont conduire celle-ci à être résistante, tolérante ou sensible aux facteurs 

environnementaux.  

La résistance peut être représentée à deux niveaux : la résistance sensu stricto et la 

tolérance. Une plante résistante (sensu stricto) est une plante qui a pu éviter ou contrecarrer le 

facteur environnemental et dont la croissance et le rendement ne vont pas être affectés. La 

résistance peut être induite face aux attaques biotiques ou aux facteurs abiotiques par la mise en 

place de composés toxiques, le renforcement des parois cellulaires ou par la production de 

molécules de défense (Simms, 2000; Koskela et al., 2002; Horns et Hood, 2012).  

La tolérance des plantes est définie initialement en agriculture par la capacité de la plante 

à produire un rendement en présence de maladie (Painter, 1951).  Lorsqu une plante n est ni résistante (sensu stricto) ni tolérante, elle est qualifiée de 

sensible au(x) facteur(s) considéré(s). Dans le meilleur des cas, la plante termine son cycle de 

développement avec les rendements quasi-nuls, mais dans la plupart des cas la plante meurt.  

 En culture, il est difficile de mesurer l impact d une variation environnementale. La plupart du temps on se réfère directement à l état de la plante à un instant t. Il est donc primordial de 

connaitre quelles sont les différentes contraintes environnementales pouvant s exercer sur les 
plantes ainsi que l impact de ces contraintes sur la croissance mais également sur les rendements 

et les métabolites impliqués dans les propriétés nutritionnelles et organoleptiques des 

productions végétales.  

 

  III.1.2. Facteurs abiotiques 

 

 Les facteurs abiotiques sont certainement les plus aléatoires à prévoir en culture car il est 

difficile de les mesurer avec précision et d anticiper leur intensité et leur durée. De plus les 

moyens techniques pour lutter contre des variations de température, luminosité, gel et de fortes 

précipitations ne peuvent pas être facilement mis en place.  
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Parmi les facteurs abiotiques, l eau est celui qui a été le plus étudié. En effet, il s agit de l un 
des premiers facteurs limitants en culture (Chaves et Oliveira, 2004). Le déficit hydrique ainsi que l excès en eau peuvent avoir un impact très fort sur le rendement des productions végétales. Un déficit hydrique est le résultat d une diminution temporaire en eau pour la plante. L absorption de l eau par la plante est insuffisante pour compenser l évapotranspiration (Chaves et Oliveira, 

2004). Ainsi chez la patate douce, une restriction hydrique diminue le développement foliaire 

ainsi que le rendement (Van Heerden et Laurie, 2008) et un excès d eau conduit aux mêmes 

résultats chez le blé (Sharma et Swarup, 1988).  L effet de contraintes hydriques conduit également à des modifications du métabolisme primaire 

et secondaire chez les plantes. Par exemple, chez le romarin, les teneurs en chlorophylles et en -

carotène diminuent en condition de restriction hydrique liée à une diminution des teneurs 

relatives en eau de la plante (Munné-Bosch et Alegre, 2000). Chez l oignon, une restriction 

hydrique induit également une diminution des teneurs en chlorophylles et caroténoïdes mais 

provoque une augmentation de proline (Hanci et Cebeci, 2014). Chez la prune, les teneurs en 

acides rosmarinique (composé phénolique), ursolique et oléanolique (composés terpéniques) 

sont augmentées en condition de restriction hydrique (Chen et al., 2011). Ces résultats montrent l impact de la restriction hydrique sur différentes molécules du métabolisme secondaire de la 

plante. De façon générale, des conditions de restriction en eau tendent à diminuer les teneurs en 

chlorophylles a et b (Yordanov et al., 2000). Cependant cette évolution ne peut pas être 

généralisable à l ensemble des molécules du métabolisme primaire et secondaire. Afin d éviter la 
déshydratation, la plante peut mettre en place des stratégies telles que la fermeture des stomates, 

la réduction des surfaces foliaires par arrêt de croissance ou jaunissement des feuilles ou bien l augmentation de la croissance racinaire (Chaves et al., 2003).  

 La lumière est également un facteur abiotique important en termes de quantité (intensité), 

de photopériode mais également de qualité spectre lumineux . L effet de la lumière impacte 

directement le fonctionnement de la photosynthèse. En absence de lumière, la plante ne peut pas synthétiser l énergie carbonée via la photosynthèse et l excès de lumière peut entraîner une dégradation de l appareil photosynthétique via la formation de formes réactives de l oxygène et 
des triplets de chlorophylles (Havaux et al., 1998; Davison et al., 2002). On retrouve dans la 

littérature de nombreux résultats montrant une augmentation des teneurs en xanthophylles en condition d excès lumineux, car ces molécules présentent de fortes propriétés antioxydantes Dall Osto et al., ; Demmig-Adams et Adams, 1996; Jahns et Holzwarth, 2012).  

 Les variations de températures sont importantes car elles déterminent notamment la 

distribution géographique des plantes dans la nature (Alden et Hermann, 1971). La répartition des bassins de production à l échelle mondiale, continentale et même nationale est également liée 
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au climat et plus particulièrement aux températures locales. Depuis plusieurs années, les recherches ont porté sur l effet de la température sur les plantes et plus particulièrement sur les 

températures optimales de développement (Ritchie et NeSmith, 1991; Bita et Gerats, 2013; 

Bahuguna et Jagadish, 2015)(Lu et al., 2006). Chez le blé, il a été montré qu une augmentation de 
la température moyenne de 2 à 2,5°C tout au long du cycle de culture provoquait une 

augmentation de la biomasse aérienne, des rendements et du nombre d épis/m² (Fang et al., 

2015). Des températures extrêmement basses peuvent provoquer au contraire un ralentissement 

du développement de la plante (Alden et Hermann, 1971; Anekonda et Adams, 2000).  

 

  III.1.3. Facteurs biotiques 

 

 Les facteurs biotiques sont représentés par un large panel d organismes pathogènes : 

insectes, bactérie, virus, champignon, bactéries et nématodes. Dans cette partie nous définirons et 

décrirons de manière succincte les différents types d interaction existant entre les plantes hôtes 

et les pathogènes. Tout d abord, la relation entre la plante et un pathogène peut être qualifiée soit 

de non hôte ou bien d hôte. La relation est dite non-hôte lorsque le pathogène est incapable d infecter la plante (Lepoivre, 2003). Cette relation est définie comme étant l incompatibilité fondamentale entre tous les cultivars d une espèce végétale donnée et tous les biotypes d un pathogène déterminé. Dans ce type de relation, l agent pathogène ne parvient pas à surmonter les 
défenses préformées de la plante ou bien les réponses de défense induites pas des éliciteurs 

généraux (non spécifiques), on parle alors de relation non hôte de type I. On parle de relation non hôte de type )) lorsque l agent pathogène parvient à surmonter les défenses néoformées, des 

éliciteurs spécifiques du pathogène sont reconnus par la plante entrainant une réaction 

hypersensible (HR). Lorsque le pathogène parvient à surmonter les défenses préformées et les 

réactions hypersensible induites, il peut alors se développer et la relation avec la plante est dite hôte. Contrairement à l impact de stress abiotique, un dialogue moléculaire s installe entre la 
plante et le pathogène dans le cadre de la relation hôte. Lorsque la résistance de la plante est totale un gène majeur de résistance , l interaction est qualifiée d incompatible et lorsque la résistance 
est partielle (implication de plusieurs gènes de défense  l interaction est dite compatible.  
Dans les mécanismes de défense des plantes aux stress biotiques, un grand nombre de voies 

métaboliques sont impliquées, et plus particulièrement celles des métabolites issus du 

métabolisme secondaire tels que les alcaloïdes, les composés phénoliques et terpéniques. Ces métabolites peuvent en effet être impliqués dans la signalisation pour l activation d autres métabolites, jouer le rôle de toxines contre l agent pathogène ou bien induire des modifications 

cellulaires (exemple : mort cellulaire  pour empêcher la progression de l agent pathogène.  
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 Les variations des facteurs environnementaux peuvent constituer des stress et sont donc 

importantes à prendre en compte pour l élaboration du rendement des productions végétales. L étude de leur impact sur le métabolisme des caroténoïdes est donc un champ d investigation 
important à la fois pour le développement de la plante mais également pour les qualités 

nutritionnelle et organoleptique des fruits et de la carotte notamment.  

 

 III.2. Impact des stress sur l’accumulation des caroténoïdes chez les plantes  

 

III.2.1. Dans les organes chlorophylliens  

 

 L impact de facteurs environnementaux sur l accumulation des caroténoïdes dans les 

feuilles a été relativement bien étudié mais les résultats sont parfois en contradiction et 

dépendants des stress appliqués et des génotypes étudiés. 

 Ainsi, Duan et al. (2012) ont montré, sur feuille de tomate, qu un stress salin 

induisait l expression des gènes de la biosynthèse des caroténoïdes et une augmentation des 

teneurs en ABA (deux fois supérieures au témoin) chez un génotype peu tolérant mais pas chez 

un génotype tolérant. Les auteurs suggèrent l existence d un haut niveau constitutif de 
caroténoïdes et d ABA chez le génotype tolérant. Une autre étude a montré qu une restriction 
hydrique provoquait une augmentation de 13% des teneurs en composés phénoliques mais une 

diminution de 27% des teneurs en caroténoïdes dans les feuilles de tomate cerise (Hassan et al., 

2015). Les auteurs en concluent que les composés phénoliques seraient des métabolites 

secondaires impliqués dans la réponse de la plante au stress hydrique. Ces travaux indiquent 

également qu il pourrait exister une compétition entre caroténoïdes et composés phénoliques 
dans la défense des plantes. Chez l oignon, la restriction hydrique conduit à une diminution des 
teneurs en chlorophylles et caroténoïdes des feuilles (Hanci et Cebeci, 2014) ce qui est en accord 

avec ceux obtenus sur feuilles de tomate (Hassan et al., 2015) et est généralement observé pour 

les chlorophylles. Ce résultat suggère néanmoins un contrôle possible des teneurs en 

chlorophylles par rapport aux teneurs en caroténoïdes dans les organes photosynthétiques.  

 

 Il a également été montré, dans les feuilles de tomate, que de fortes températures (45°C 

pendant 2h) entraînent une diminution du rapport chlorophylles / caroténoïdes totaux (environ 

25%) et donc une augmentation de la teneur relative en caroténoïdes totaux chez le génotype 

résistant mais pas chez le sensible (Camejo et al., 2005). Les travaux de Camejo et al. (2005) ansi 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.13 : Phénotypes de calls de patate douce déficients pour le gène lcye en réponse au stress salin (Kim et al., 2013) 
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que ceux de Hassan et al. (2015) sont en désaccord avec les travaux obtenus en condition de stress 

salin présentés précédemment (Duan et al., 2012). Ces résultats suggèrent donc qu il existerait 

deux mécanismes impliqués dans la résistance aux stress chez la tomate en fonction du stress 

considéré : une accumulation constitutive d ABA et de caroténoïdes ou alors l induction de ces 

métabolites en réponse au stress. Cela pourrait également signifier que l utilisation du pool déjà 
existant, ou la synthèse de novo de caroténoïdes, passerait par des voies de signalisation 

différentes.  

 

III.2.2. Dans les organes non photosynthétiques 

 

Dans le fruit de tomate, il a été montré que le stress salin induisait une augmentation des teneurs en lycopène jusqu à  fois supérieures par rapport au témoin), ainsi qu en -carotène 

mais également en anthocyanes. Les auteurs ont également montré que ces différences de teneurs 

se traduisaient par des différences de la couleur du fruit (Borghesi et al., 2011). De façon 

intéressante, ce travail suggère que dans les organes non chlorophylliens, les caroténoïdes 

pourraient peut-être jouer un rôle en tant que molécules de réponse au stress. En effet, la synthèse 

de ces composés aux propriétés antioxydantes est induite en condition de stress. Ce résultat ouvre donc de nouvelles perspectives d étude et une meilleure connaissance du rôle des caroténoïdes 
dans les organes non-photosynthétiques.  

Chez le poivron, il a été montré que l induction de ROS mimant un stress oxydatif  par des éliciteurs provoquait une augmentation de l expression des gènes de la biosynthèse des 
caroténoïdes et une augmentation des teneurs en capsanthine dans le fruit. La production de ROS 

serait donc un messager secondaire dans la réponse au stress oxydant (Bouvier et al., 1998) et 

permettrait la synthèse de molécules antioxydantes telles que les caroténoïdes. Ici encore, le rôle 

potentiel des caroténoïdes dans la réponse au stress oxydatif dans les fruits peut être mis en avant. Une autre étude a cependant montré que les teneurs en -carotène chez le fruit du poivron étaient diminuées d environ % en condition de stress salin (Maurya et al., 2015). Il aurait cependant 

été intéressant de mesurer les teneurs en caroténoïdes totales ainsi qu en xanthophylles pour 
infirmer ou confirmer le rôle potentiel des caroténoïdes dans la résistance au stress dans les 

organes non chlorophylliens. Par exemple, il a été montré chez la patate douce que la sous-

expression du gène LCYE entrainait une redirection de la voie de biosynthèse des caroténoïdes vers la branche -  avec une augmentation des teneurs en xanthophylles (sauf lutéine) en ABA (2 

fois plus importante par rapport au contrôle) et entrainait une résistance plus importance au 

stress salin (Fig 1.13) (Kim et al., 2013). Les résultats obtenus par Maurya et al. (2015) suggèrent 
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néanmoins l implication d autres voies métabolites et par conséquent d autres molécules dans la 
défense de la plante et donc un rôle minoritaire ou nul des caroténoïdes dans la résistance. 

L impact de contrainte environnementale sur l accumulation des caroténoïdes chez le poivron 

serait dépendant du stress considéré.  Chez le riz, l augmentation de l expression de PSY3 est corrélée à la synthèse d ABA en 
réponse aux stress salins dans la racine (Welsch et al., 2008) suggérant l implication de ce gène 
dans la résistance de la plante. Des résultats proches ont également été observés au niveau des 

racines chez Arabidopsis thaliana (Ruiz-Sola et al., 2014) pour la résistance au stress salin. Ces 

résultats montrent le lien potentiel entre gène de la voie de biosynthèse des caroténoïdes et la synthèse d ABA dans la réponse aux contraintes environnementales.  
 Les études concernant l impact de contraintes environnementales sur l accumulation des 
caroténoïdes sont relativement nombreuses. Dans certains cas, elles permettent de mettre en avant l implication directe (propriété antioxydante  ou indirecte pour la synthèse d ABA par 
exemple) de ces pigments dans la tolérance aux contraintes environnementales mais les effets dépendent de l espèce, de l organe et du stress considéré. De manière surprenante, les 

caroténoïdes pourraient être impliqués dans la tolérance aux stress dans les organes non 

chlorophylliens alors qu il ne s agit pas de leur rôle principal dans ces organes.  

 

 III.3. Impact des stress sur l’accumulation des caroténoïdes chez la carotte 

 

La carotte présente une morphologie relativement simple : le feuillage (organe aérien) et 

la racine (organe souterrain). Si le feuillage peut être logiquement sensible aux variations de l environnement qui s exercent directement sur lui, à l instar d autres plantes présentées ci-
dessus, la racine, enterrée, pourrait être moins exposée et donc moins sensible à ces facteurs. 

Ainsi, les teneurs en caroténoïdes dans la racine pourraient être moins influencées par des variations de l environnement comparées à celles des organes foliaires.  
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  III.3.1. Impact de facteurs de l’environnement pendant le cycle de 

culture  

 Chez la carotte, l étude de l impact de facteurs environnementaux sur l accumulation des 
caroténoïdes est finalement limitée.  

 Deux lieux de culture différents peuvent entraîner une variation de teneurs en -carotène et -carotène de 25 à 50% (Kidmose et al., 2004). Cependant les auteurs de cette étude laissaient 

penser que les variations de teneur en caroténoïdes étaient liées aux variations de facteurs 

environnementaux (par exemple température et rayonnement) mais les données climatiques n étaient pas disponibles. Plusieurs études ont également permis de montrer l impact de pratiques 
culturales sur l accumulation des caroténoïdes chez la carotte. Ainsi, Ombódi et al. (2014) ont montré que l irrigation apport par sprinkler versus eau de pluie) réduit les teneurs en caroténoïdes totales mais n impacte pas la composition relative de chacun des caroténoïdes au 

sein de la carotte. Par contre, Zeipiņa et al.  ont montré que le mode d irrigation goutte à 
goutte versus sprinkler  n impacte pas les teneurs en caroténoïdes. Sørensen et al. (1997) ont 

également mis en évidence un effet variable du stress hydrique sur la teneur en caroténoïdes en 

fonction de la durée du stress. Une autre étude a montré qu un apport minéral (bore et calcium) 

supplémentaire lors de l arrosage entrainait une diminution de  à % des teneurs en  et -

carotène dans la racine de carotte (Singh et al., 2012). Plusieurs études concluent que de hautes doses d azote entrainent une augmentation des teneurs en caroténoïdes (Evers, 1989; Freeman 

et Harris, 1951; Hochmuth et al., 2006). Ces études démontrent que les techniques culturales 

influencent les teneurs en caroténoïdes dans la racine de carotte.  

Par contre, les études focalisées sur l impact de stress précis sur les teneurs en 

caroténoïdes chez la carotte sont rares. Wang et al. (2014) ont montré que l expression des gènes 
PSY1 et PSY2 est modulée par la lumière mais les teneurs en caroténoïdes n ont pas été 
parallèlement étudiées. L influence de la température a également été recherchée. Sakamoto et 

Suzuki (2015) ont observé que des variations de températures (20, 25, 29, 33°C) au niveau de la 

racine de carotte n affectent pas les teneurs en caroténoïdes. Fuentes et al. (2012) ont montré que l accumulation des caroténoïdes et le niveau d expression des gènes sont modulés en fonction de 

la région de la racine considérée. Dans la région racinaire exposée à la lumière (le collet), les 

teneurs en caroténoïdes étaient globalement inchangées ou bien tendaient à diminuer au cours 

du développement de la racine, alors que dans la région racinaire à l obscurité partie centrale 
charnue) les teneurs étaient fortement augmentées. L expression de PSY pouvant être liée à la 
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différenciation des proplastes en chromoplastes, l une des hypothèses importantes de cette étude 
est que cette différenciation serait favorisée à l obscurité et plutôt réduite à la lumière. Cette 
hypothèse suppose donc un rôle important de la lumière pour l accumulation des caroténoïdes. L évolution des teneurs en caroténoïdes de la racine à l obscurité observée par Fuentes et al. 

(2012) confirme les précédents travaux réalisés durant le développement de la racine de carotte 

par Clotault et al. (2008). Dans leur étude cependant, l expression des gènes de la voie de 
biosynthèse des caroténoïdes étaient globalement bien reliées aux variations de teneur en 

caroténoïdes, ce qui n est qu en partie le cas (effet génotype important) dans les résultats de 

Clotault et al. (2008). Ces résultats soulignent qu il est difficile d établir, pour l ensemble des 
génotypes de carotte, un schéma général de régulation de l accumulation des caroténoïdes par le niveau d expression des gènes de la voie de biosynthèse.  
 

  III.3.2. Impact des conditions de conservation  

 

 Lorsque que la carotte a atteint le stade de maturité se caractérisant par un calibre et une 

coloration corrects de la racine, deux types de conservation sont possibles, ce qui est important à 

prendre en compte en lien avec la qualité nutritionnelle et organoleptique de la carotte.  

Le premier type de conservation est la conservation au champ mais des pertes 

importantes pouvant atteindre 80% peuvent être observées. Ces pertes sont principalement dues 

aux aléas climatiques (températures par exemple) mais également à l attaque de pathogènes. Ces 

facteurs peuvent affecter le potentiel en caroténoïdes de la carotte à la récolte.  

La seconde méthode de conservation, moins utilisée pour des raisons économiques, est la 

conservation en chambre froide. Contrairement à la conservation au champ, les teneurs en 

caroténoïdes sont stables sur quelques mois (Villeneuve et Leteinturier, 1992). De même, la 

conservation au congélateur à - °C par rapport au réfrigérateur °C  n affecte pas les teneurs en -carotène et -carotène (Kidmose et al., 2004). Les chercheurs se sont particulièrement intéressés à l impact de différents traitements post-récolte sur les teneurs en métabolites d intérêt 
de la racine de carotte. Dans l étude d Alegria et al. (2012), il a été montré que le traitement aux 

chocs thermiques ainsi qu aux UV-B induisaient une augmentation des teneurs en polyphénols 

par rapport au témoin ainsi qu une augmentation des teneurs en caroténoïdes durant la 

conservation. Les caroténoïdes pourraient ici encore jouer un rôle d antioxydants pour protéger 

la plante des traitements aux UV-B. Une rupture dans la chaîne du froid lors de la conservation de 

la racine de carotte entraîne par contre une diminution des teneurs en caroténoïdes (Zude et al., 
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2007). Les conditions de conservations peuvent donc agir comme des stress pour la carotte et 

affecter les teneurs en caroténoïdes dans la racine.  

 

Les différents impacts observés indiquent que les caroténoïdes sont des métabolites 

secondaires importants pouvant être impliqués directement ou indirectement dans les 

mécanismes de réponse de la carotte aux variations de l environnement. Pourtant, les études 

actuellement disponibles ne traitent que des stress ou facteurs pris séparément, en culture, les 

plantes sont soumises à la combinaison de plusieurs contraintes environnementales. L effet 
combiné de ces facteurs peut se traduire par des modifications du métabolisme des caroténoïdes 

différentes de celles observées en condition de stress individuel.  

 

 III.4. Etude multifactorielle : un enjeu majeur encore méconnu 

 

  III.4.1. Intérêt de l’interaction stress biotiques et abiotiques 

 

 En culture comme dans leur environnement naturel, les plantes sont soumises à une 

multitude de stress biotiques et abiotiques. Les plantes sont soumises dans la plupart des cas à l effet simultané de plusieurs stress. L analyse bibliographique conduit à deux types d études 

concernant la combinaison de stress. On peut distinguer les études concernant l impact de 
facteurs environnementaux en combinaison sur les paramètres physiologiques liés aux 

rendements, la biomasse foliaire ou du fruits/grain mais également l accumulation de métabolites d intérêts, des études s intéressant davantage à l interaction entre les stress en combinaison et 

plus particulièrement les stress de nature différente (biotique et abiotique).  

 Chez le sorgho, la combinaison d une restriction hydrique avec des températures élevées 

entraîne une diminution d environ % de la matière sèche, du rendement par grain et du nombre 

de grains par rapport au contrôle (Craufurd et Peacock, 1993). Chez le pois de printemps, il a également été montré que la combinaison d une restriction hydrique et de fortes températures 
entraine une forte diminution (80%) des teneurs en chlorophylles par rapport aux stress 

individuels. Dans cette étude, l activité photosynthétique était également diminuée facteur 
variant de 2 à 4 fois) en condition de stress combinés comparé aux stress individuels ainsi que de 

nombreux autres paramètres : nombre de grains, poids de chaque grain et rendement en grain 

(Prasad et al., 2008).  
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Dans l étude menée par Yermiyahu et al. (2008) la combinaison d un stress salin combiné 

à un excès toxique de bore entraîne une diminution plus importante de la matière sèche dans les 

racines, les feuilles et les fruits chez le poivron, comparée aux stress seuls. Cependant chez la tomate, l effet négatif de chacun de ces stress bore et salin  sur la biomasse de la tige, des feuilles 
et des fruits était annulé en condition de stress croisés (Ben-Gal et Shani, 2002). Ces résultats mettent en avant que l impact de stress croisés peut être différent des stress individuels mais également qu il dépend de l espèce considéré.  Jusqu à présent, une seule étude a montré l impact de la combinaison d un stress biotique et d un 
stress abiotique sur l accumulation des caroténoïdes. Atkinson et al. (2011) ont mis en évidence chez la tomate que la combinaison d une restriction hydrique et de l infection par un nématode, 
Meloidogyne incognita, diminuait plus fortement les teneurs en lycopène que les stress 

individuels. Au contraire, les teneurs en glucose et fructose étaient augmentées en condition de 

stress combinés mais pas lorsque les stress étaient appliqués seuls.  

 

 L ensemble de ces résultats montrent que l effet de stress combinés peut être soit positif ou négatif comparé aux stress individuels et qu il dépend du stress mais également de l espèce 
étudié.  

 

 En condition de stress combinés de nature différente, l impact d un stress sur l autre peut 

être significatif. En effet, d un point de vue global, les changements climatiques impacteraient le 

développement des pathogènes et leur capacité à infester une plante hôte, mais également le 

niveau de résistance de la plante (Garrett et al., 2006). Il a été montré que la combinaison de 

températures élevées et d une infection par des virus entraînent une diminution de la résistance 

de la plante aux virus de la mosaïque du tabac (TMV) et de la maladie bronzée chez le poivron 

(TSWV) (Moury et al., 1998; Király et al., 2008). De la même façon, de fortes températures 

associées à une infection par Pseudomonas syringae induit une inhibition de la défense basale liée 

au gène majeur de résistance R chez Arabidopsis thaliana (Wang et al., 2008). Si ces études 

montrent que la combinaison des stress biotiques et abiotiques provoque en général un effet 

négatif renforcé pour la plante, des effets positifs ont également été montrés sur le niveau de 

résistance aux maladies. Ainsi, des températures élevées lors d une infection par l agent causal de 
la rouille (Puccinia striiformis) entraînent une augmentation de la résistance à la rouille chez le 

blé de printemps (Carter et al., 2009). Une combinaison entre un stress salin et une infection par 

Blumeria graminis conduit à une augmentation de la résistance à la maladie du mildiou chez l orge 

(Wiese et al., 2004).  



 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.14 : S h a o t a t l’i pli atio  de ta olites, ho o es et fa teu s de t a s iptio  e  po se au st ess 
biotique et abiotique chez les pla tes d’ap s Fujita et al. (2006) 
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 L ensemble de ces résultats suggère que lors de stress biotiques et abiotiques, les plantes 

mettent en place des mécanismes complexes de défense conduisant soit à la résistance soit à la 

sensibilité, selon le type de pathogène et le type de facteur abiotique considérés. Malgré leur intérêt évident, l étude de combinaisons de stress est relativement récente. Il est à remarquer qu aucune étude n a cherché à mettre en évidence l effet de stress combinés chez la 

carotte. 

 

  III.4.2. Les signaux métaboliques et facteurs de transcription : 

omniprésents et indispensables pour la réponse de la plante 

 

La capacité des plantes à faire face aux stress biotiques et abiotiques en combinaison nécessiterait l induction de réponses moléculaires adaptées mais n est pas, dans la plupart des 

cas, liée directement à la réponse de la plante à chacun des stress considéré individuellement 

(Atkinson et Urwin, 2012). 

 Lorsque l on considère un stress seul, il peut être relativement simple de trouver plusieurs 

travaux mettant en avant un ou plusieurs métabolites majeurs impliqués dans la défense de la 

plante. Par exemple, l ABA est une phytohormone qui été montrée comme étant impliquée dans 

la défense aux stress abiotiques et plus particulièrement en réponse à la restriction hydrique. L acide salicylique, l acide jasmonique et l éthylène ont largement été décrits comme impliqués 

dans les mécanismes de défense de la plante contre les pathogènes. Cependant lorsque l on 
considère la combinaison de ces différents types de stress, les réponses de la plante peuvent être 

relativement complexes et impliquer un nombre important de métabolites de défense (figure 

1.14) (Fujita et al., 2006). Dans beaucoup de cas, l ABA joue un rôle de régulateur négatif pour la 
résistance aux maladies (Mauch-Mani et Mauch, 2005). Par exemple, un mutant de tomate 

déficient en ABA est plus résistant à l infection par des pathogènes mais redevient sensible après application exogène d ABA (Audenaert et al., 2002). )l a également été montré que l ABA et l éthylène présentent une interaction antagoniste. Ainsi, chez Arabidopsis thaliana, l application exogène d ABA ou bien une restriction de l apport en eau conduit à une inhibition du gène PDF1.2 

(jasmonic acid-ethylène responsive antifungal defensin), impliqué dans la synthèse de l acide jasmonique et à l éthylène, et entraîne un phénotype sensible (Anderson et al., 2004). L ABA étant 
une hormone impliquée dans la réponse aux stress abiotiques plus généralement, ces études ont 

montré qu en condition de stress croisés les interactions entre voies métabolites sont difficiles à prédire et leur étude est souvent dépendante de l espèce considérée, du stade de développement, 

de l intensité et de la durée des stress impliqués (Ramegowda et Senthil-Kumar, 2015).  
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 Les facteurs de transcription ont également un rôle central dans la réponse de la plante 

face aux stress environnementaux (Ramegowda et Senthil-Kumar, 2015). Les facteurs de 

transcription de type MYC et MYB ont été décrits comme généralement impliqués dans la réponse 

au stress hydrique. Des plantes surexprimant les facteurs MYC2 et MYB2 sont plus résistantes au 

stress hydrique en comparaison avec le génotype sauvage. D autre part, l infection par Botrytis 

conduit à la surexpression du gène BOS1 (Botrytis susceptible 1) présentant une forte homologie 

de séquence avec le facteur de transcription MYB2. Il serait également possible que le facteur de 

transcription R2R3MYB soit un médiateur important pour la réponse aux stress combinés 

(Mengiste et al., 2003). )l a également été montré qu un facteur de transcription RD  facteur de 
transcription en réponse à la sécheresse de type CUC pour cup-shaped cotyledon) pourrait 

potentiellement moduler la réponse de la plante en réponse aux stress biotique et abiotique. L expression de RD  serait induite par l acide jasmonique, le peroxyde d hydrogène, la sécheresse, le stress salin, l ABA et l infection par les pathogènes (Atkinson et Urwin, 2012). 

 

 L ensemble de ces études montre que des stress croisés induisent un grand nombre de 

voies de défense des plantes. L implication positive d un métabolite en réponse à un stress seul n est pas forcément bénéfique en condition de stress croisés tant les interactions avec d autres 

métabolites/voies métaboliques sont nombreuses. Le fonctionnement des stress croisés reste, à l heure actuelle, encore relativement méconnu bien que les enjeux soient déterminants pour la 
production au champ.  

 

IV. OBJECTIFS ET DEMARCHE EXPERIMENTALE 

 

 IV.1. Objectif général de l’étude 

 

 A travers cet état de l art, nous avons pu voir que les caroténoïdes représentent une classe 

importante de métabolites en santé humaine. Précurseurs de la vitamine A et présentant un rôle 

antioxydant, ils sont impliqués dans la prévention de nombreuses maladies métaboliques chez l homme. Chez les plantes, ces métabolites secondaires ont un rôle également très important pour 

la photosynthèse, la photoprotection et la coloration des organes non chlorophylliens. Il apparait 

même que ces pigments seraient impliqués dans la résistance des plantes au niveau des organes 

non photosynthétiques. Chez la carotte, les caroténoïdes sont accumulés au niveau de la racine, et la sélection anthropique a permis d obtenir des génotypes présentant de fortes teneurs en ces 
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composés. De plus, l accumulation de différents caroténoïdes a permis l obtention d un panel de 

couleur diversifié qui présente un intérêt particulier en lien avec les mécanismes de régulation 

sous-jacents à l accumulation des caroténoïdes. La carotte représente donc un modèle tout particulier pour l étude des caroténoïdes à la fois dans les feuilles, en lien avec le développement 

de la plante, et dans les racines en lien avec les propriétés nutritionnelle et organoleptique. L étude des mécanismes de régulation liés à l accumulation des caroténoïdes dans l organe 
« racine » est également un champ d investigation intéressant puisque l accumulation se fait de 
façon progressive pendant le développement contrairement au modèle fruit. Actuellement, le 

déterminisme génétique de l accumulation des caroténoïdes dans les racines de carotte est 

relativement bien connu. Les teneurs en caroténoïdes semblent également être sous régulation 

transcriptionnelle même si les résultats dépendent du génotype considéré.  L état de l art souligne néanmoins un grand manque de connaissance concernant l impact 

de contraintes environnementales sur l accumulation des caroténoïdes chez la carotte. Chez d autres espèces telles que la tomate et le poivron, les études montrent pourtant que l impact de 
contraintes abiotiques sur le métabolisme des caroténoïdes est important. Jusqu à présent, une seule étude a mis en évidence que la combinaison d un stress abiotique et biotique diminue la 
teneur en lycopène chez le fruit de la tomate alors qu elle entraîne une augmentation des teneurs 

en sucre comparé aux stress individuels. L étude des stress biotique et abiotique en combinaison 
devient incontournable pour une meilleure compréhension du fonctionnement de la plante pour 

une gestion optimisée des productions végétales, en particulier dans un contexte de changements 

climatiques pouvant affecter à la fois la biologie de la plante mais aussi le comportement des 

agents pathogènes.  

 

La question de recherche de ce travail de thèse est de déterminer quel est 

l’impact de stress individuels ou en combinaison sur l’accumulation des 

caroténoïdes chez la carotte  

 

Afin de répondre à cette question de recherche, trois axes de recherche ont été 

conduits. 
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 IV.2. Premier axe de recherche : impact d’environnements contrastés 

 )l s agit dans un premier temps d évaluer l importance de l effet d environnements 
contrastés en culture. Le premier axe de recherche de ce travail de thèse vise donc à déterminer 

quel est l impact d environnements contrastés sur les teneurs en caroténoïdes chez la carotte. 

Cette première étude vient approfondir les travaux menés par Kidmose et al. (2004) qui ont établi 

que la localisation géographique de la culture de carotte impactait les teneurs en caroténoïdes sans pour autant faire de lien avec des facteurs d environnement. Les deux objectifs sont ici (i) de 

déterminer dans quelle mesure des paramètres agroclimatiques induisent des variations de 

teneurs en caroténoïdes au niveau de la plante entière, (ii) de déterminer si ces variations peuvent 

être liées au niveau de l expression des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes et (iii) 

de déterminer si une régulation est possible entre caroténoïdes et chlorophylles dans les feuilles.  

Cette première étude a été réalisée en décalant le cycle de culture des carottes. Cela s est 
traduit essentiellement par des différences de température moyenne et de rayonnement global. Les analyses de quantification de caroténoïdes et chlorophylles ainsi que de l expression des gènes ont été réalisées dans les feuilles et racines d un panel composé de 5 génotypes aux couleurs 

de racine contrastées (deux orange, jaune, violet et blanc).  

 

 IV.3. Deuxième axe de recherche : effets de stress biotique et abiotique 

 

 Le deuxième axe de recherche constitue le cœur de ce travail de thèse et vise à comprendre 

l impact de facteurs de stress appliqués seuls ou en combinaison. Les objectifs spécifiques ici sont 

donc de déterminer (i) quel est l impact d un facteur abiotique et d un facteur biotique sur l accumulation des caroténoïdes, ii  si l application de ces facteurs en combinaison conduit à un 

effet différent de celui des facteurs individuels, (iii) si ces variations peuvent être liées à l expression des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes et de l ABA et iv) si le 

métabolisme secondaire est affecté spécifiquement, indépendamment du métabolisme 

primaire.  

 Pour cette étude, les choix concernant les stress ont été faits de la façon suivante :  
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- Pour le stress abiotique, le choix s est porté sur une restriction de l apport en eau. Les 

données bibliographiques montraient en effet un impact significatif de la restriction 

hydrique sur les teneurs en caroténoïdes dans les organes foliaires mais également dans 

le fruit. De plus, les deux études réalisées par Ombódi et al. (2014) et Zeipiņa et al.  

suggéraient que les apports en eau pourraient être un facteur limitant pour l accumulation 
des caroténoïdes dans la racine de carotte.  

 

- A notre connaissance, peu d études étaient disponibles quant à l effet d un stress biotique sur l accumulation des caroténoïdes chez les plantes. Pour le stress biotique, le choix s est 
porté sur une infection artificielle avec Alternaria dauci (A. dauci , qui est l un des agents 
pathogènes les plus dommageables sur carotte. Il provoque des nécroses sur le feuillage et rend la préhension des fanes impossible. De plus, l équipe QuaRVeg Qualité et 
Résistance aux Bioagresseurs des Espèces Légumières) travaille depuis plusieurs années 

sur les mécanismes de défense de la carotte à A. dauci ainsi que sur les composantes du 

pouvoir pathogène de celui-ci.  

 

 Dans cette étude, 6 génotypes ont été choisis soit pour leur phénotype-couleur contrasté 

(orange, rouge, violet et blanc) ou bien pour leur niveau de résistance au pathogène A. dauci. En 

plus des teneurs en caroténoïdes, les teneurs en sucres et en ABA ont été quantifiées dans les 

feuilles et les racines, ainsi que les teneurs en amidon dans les racines et en chlorophylles dans les feuilles. Le niveau d expression des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes a 

également été quantifié dans les deux organes.  

 

 IV.3. Troisième axe de recherche : régulation de l’accumulation des 

caroténoïdes dans le xylème et le phloème de racine de carotte 

 

 La racine de carotte est constituée de deux parties bien distinctes correspondant à des 

fonctions physiologiques différentes : le xylème et le phloème. Le métabolisme des caroténoïdes 

et la sensibilité à des facteurs de l environnement dans ces deux tissus est méconnu. De plus, la 

coloration de ces deux tissus, en lien avec l accumulation différentielle de caroténoïdes, 
représente un critère de sélection important. )l s agit alors de mieux comprendre l accumulation 
différentielle en caroténoïdes entre ces deux tissus. Le troisième axe de ce travail de thèse a donc 

pour objectifs spécifiques (i) d évaluer les variations d accumulation des caroténoïdes 
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respectivement dans le xylème et le phloème de la racine de carotte en réponse à un facteur 

abiotique et (ii) de savoir si des niveaux de régulation des gènes de la voie de biosynthèse des 

caroténoïdes ou de la protéine PSY peuvent expliquer ces variations.  

 Les résultats obtenus permettront de confirmer ou non les observations qui auront pu être 

faites à l échelle de la racine entière et de mieux comprendre le fonctionnement de cet organe quant à l accumulation des caroténoïdes. La racine de carotte, par sa morphologie, permet d étudier le rôle des différents tissus, ce qui est plus difficile à faire chez d autres espèces.   
 Pour cette dernière étude, 5 génotypes de carotte aux couleurs contrastées (orange, violet, 

rouge et blanc) ont été cultivées en condition contrôle et en condition de restriction hydrique. Ce choix a été fait sur les bases de la fonction de l organe racine et plus particulièrement en lien avec 

le rôle du xylème qui est de transporter la sève brute de la racine vers les autres organes ainsi qu un besoin professionnel pour une meilleure gestion des apports en eau. Dans cette étude, les 

teneurs en caroténoïdes ainsi le niveau d expression des gènes de la voie de biosynthèse des 
caroténoïdes ont été quantifiés. L une des plus importantes originalités de ce travail a été de 
quantifier la protéine PSY par immunomarquage en collaboration avec Dr Ralf Welsch de l Université de Freiburg (Allemagne). Cette analyse a été réalisée à la fois sur le tissu xylémien et 

phloémien.  

  



 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 2  

INFLUENCE DE LA PERIODE DE CULTURE SUR 

L’ACCUMULATION DES CAROTENOIDES CHEZ LA 

CAROTTE 
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I. INTRODUCTION  

 

 Actuellement, peu d informations sont disponibles sur l impact de facteurs environnementaux sur l accumulation des caroténoïdes chez la carotte. De plus rares sont les études portant sur l ensemble de la plante et plus particulièrement les feuilles et les racines. Une 

étude antérieure menée par Kidmose et al. (2004) a permis de mettre en évidence que la 

production de carotte à deux localités différentes impactait les teneurs en caroténoïdes dans la 

racine. Cependant, dans cette étude, les paramètres climatiques n étaient pas enregistrés et il n était pas possible d émettre des hypothèses quant à l effet particulier de certains facteurs 
environnementaux.  

 

 La première étude de la thèse, présentée ici, vise donc à déterminer quel pouvait être l effet 
de la variation de facteurs environnementaux globaux sur l accumulation des caroténoïdes à la 
fois dans les feuilles et dans les racines de carotte. Pour cela, les plantes ont été cultivées à deux périodes de l année. Ces deux périodes de l année représentent en effet un deux conditions agroclimatiques contrastés représentant des variations d un ensemble de facteurs de l environnement tels que la lumière et les températures.  La première période correspondant à 
une période standard de culture de carotte et la seconde étant repoussée de plusieurs semaines lors de la même année. L étude à la fois des feuilles et des racines chez la carotte constitue la 
première originalité de ce travail. Cette étude a été réalisée sur un panel de carottes présentant 

une variabilité phénotypique de racine relativement contrastée : orange, jaune, rouge, violette et blanche. L étude de ce panel est l un des éléments clés de la compréhension de l accumulation des caroténoïdes dans la racine car l accumulation spécifique d un ou deux caroténoïdes est sans 

doute liée à des niveaux de régulation différents au sein de la voie de biosynthèse. Cette approche 

constitue le second point original de cette étude.  

 

 Afin de mieux comprendre l impact de facteurs environnementaux sur l accumulation des caroténoïdes, le niveau d expression des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes a également été déterminé par PCR quantitative. L objectif était de déterminer si la régulation 
transcriptionnelle pouvait expliquer les variations de teneurs en caroténoïdes observées à la fois 

dans les feuilles et dans les racines.  

 

 Cette première étude a donc pour but i  de montrer que des facteurs de l environnement impactent l accumulation des caroténoïdes dans un large panel de génotypes de carotte ii  de 
déterminer si les variations de teneurs sont les mêmes dans les feuilles et dans les racines et (iii) 
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déterminer si le niveau d expression des gènes peut expliquer ces variations au sein des deux 
organes.  
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II. DIFFERENTIAL PIGMENT ACCUMULATION IN CARROT LEAVES 

AND ROOTS DURING TWO GROWING PERIODS 

 

Premier article de la thèse, il a été publié dans Journal of Agricultural and Food 

Chemistry 
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Abstract 

 

 Carotenoids are important secondary metabolites involved in plant growth and 

nutritional quality of vegetable crops. These pigments are highly accumulated in carrot root but 

the knowledge about the environmental factors on their accumulation is limited. The purpose of 

this work was to investigate the impact of environmental variations on carotenoid accumulation 

in carrot leaves and roots. In this work, carrots were grown during two contrasted periods to 

maximize bioclimatic differences. In leaves, carotenoid and chlorophyll contents were lower in 

the less favorable growing condition while relative contents were well conserved for all genotypes 

suggesting a common regulatory mechanism. The down-regulation of all genes under 

environmental constraints demonstrates that carotenoid accumulation is regulated at 

transcriptional level. In roots, the decrease in -carotene and lutein contents was accompanied by 

an increase of -carotene relative content. At transcriptional level, LCYB and ZEP expression 

increased while LCYE expression decreased in less favorable condition, suggesting that carotenoid 

biosynthesis is switched toward the -branch.  

 

KEYWORDS: Carotenoid, Chlorophyll, Daucus carota L., Environmental factors, Growing 

conditions, Transcriptional regulation  
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Introduction 

 

 Environmental factors impact not only plant growth and yield but also nutritional and 

organoleptic quality due to important modifications in plant metabolism. These modifications are 

induced by a diversity of adverse biotic (virus, bacteria, fungus, herbivores) or abiotic (light, wind, temperature, water…  factors. Data about the impact of environmental factors on primary and 

particularly secondary plant metabolites are numerous (see review Ramakrishna and 

Ravishankar 2011). Reviews have been published about the impact of biotic and abiotic factors 

on important families of secondary metabolites like anthocyanins (Gould 2004), flavonoids 

(Mierziak et al. 2014) or polyamines (Liu et al. 2007). These reviews highlight the involvement of 

these secondary metabolites in plant response to drought, UV, temperature as well as pathogen 

attack. The importance of secondary metabolites makes critical the studies about the impact of 

environmental factors on their biosynthesis.  

 Carotenoids are terpenoid plant secondary metabolites synthetized in plastids by nuclear 

encoded enzymes. The carotenoid biosynthetic pathway is well described (see review Cazzonelli 

and Pogson 2010). In photosynthetic organs, carotenoids are associated to chlorophyll for 

photosynthesis and thus act as photoprotectants (Frank and Cogdell 1996). These pigments are 

also stored in chromoplast of non-green tissues like fruits and flowers where they play a role as 

attractors for pollinators and disseminators (Bartley and Scolnik 1995). However, in underground 

organs like tubers or roots, their role is not clearly understood. Carotenoids are particularly highly 

accumulated in carrot root which is therefore considered as a healthy vegetable. Indeed, 

carotenoids exhibit antioxidant properties, and are necessary in human diet as provitamin A 

precursors (Parker 1996; Fraser and Bramley 2004; El-Agamey et al. 2004). If genetic factors are 

quite well studied (Just et al. 2009; Jourdan et al. 2015) and the kinetics of root carotenoid 

accumulation described over plant development (Clotault et al. 2008), the impact of 

environmental factors on carotenoid accumulation is only partially known.  

 Several studies have shown that carotenoid accumulation is modulated depending on 

environmental factors. These studies mostly focused on fruits since carotenoids are a major 

quality attribute and accumulated during ripening process. In tomato under salinity stress, 

carotenoid content increased in fruits (Borghesi et al. 2011) but not in leaves (Duan et al. 2012). 

In tomato leaves, carotenoid content was not differentially affected by salt stress while 

carotenogenesis gene expression and ABA content were higher under stress condition compared 

to control (Duan et al. 2012). Carotenoid contents in pepper increased (phytoene) or decreased 

( -carotene) in response to oxidative induced stress (Bouvier et al. 1998). In this study, 

carotenogenesis gene expression was induced compared to non-treated plants. These works have 
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shown that carotenoid accumulation could differ between different plant organs or species could 

not be systematically linked to gene expression in relation to environmental stress.  

 In carrot, data about the impact of environmental factors on carotenoid accumulation are 

limited. It has been shown that carotenoid contents in carrot roots are modulated depending on 

growth locations (Kidmose et al. 2004) which suggests an effect of environmental factors on 

carotenoid accumulation. Sandhu et al. (Sandhu et al. 1988) have shown that a higher nitrogen 

fertilization increased carotenoid accumulation in carrot root. In addition, Singh et al. (Singh et al. 

2012) have shown that mineral nutrient application (boron and calcium) in water supply 

decreased carotenoid content. Recently, other works concerning water supply (drip irrigation, sprinkler and rain fed irrigation  have been investigated. Zeipiņa et al. Zeipiņa et al.  have 

shown that drip and sprinkler irrigation systems did not affect carotenoid accumulation in carrot 

roots. Ombódi et al. (Ombódi et al. 2014) have shown that carotenoid accumulation is modulated 

depending on water quantity supply (sprinkler irrigation system compared to rain supply) but 

results depended on the year. These works showed that agronomic processes affect carotenoid 

accumulation in carrot. To our knowledge, only carotenoid accumulation has been investigated 

but no regulation scale like gene expression.  

 Abiotic factors, including environmental and agronomic parameters, seem to have a 

significant but variable impact on carotenoid accumulation depending on organs and species. In 

order to measure the impact importance of bioclimatic conditions, the objective of this work was 

to compare the carotenoid accumulation in carrot between two contrasted growing periods, in 

both leaves and roots. Pigment content and carotenogenesis gene expression were investigated 

in five different root color genotypes.  

 

 

Materials and methods 

 

Plant material and growing conditions. Five carrot S2 inbreds with different root colors 

derived from Yamanouchi Ishyaku senko (orange), Cosmic Purple (orange/purple), Lobberich 

(yellow), Kintoki (red) and Blanche des Vosges (white) were grown in the same field in close plots 

following similar practices at Agrocampus Ouest (Angers, France). Two batch productions were 

performed with two sowing dates in a randomized 3 blocks design. The first growing period (GP 

1) was done from 12 July 2013 (sowing) to 25 September 2013 (harvest), the mean temperature 

was 18.4°C with a minimum and maximum of 9.1 and 26.8°C respectively and the mean of global 

ray was 1,8 J.cm-² with a minimum and maximum of 0,3 and 2,9 J.cm-² respectively. This period 

corresponds to a regular cultural period for carrot growing. The second one (GP 2) was done 
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between 7 August 2013 and 19 November 2013 in order to maximize condition differences, the 

mean temperature and the mean of global ray were significantly lower compared to the first 

growing period: 14.6°C (decrease by 21%) and 1,3 J.cm-² (decrease by 28%), respectively. The 

minimum and maximum were 5.1 and 25.7°C respectively for temperatures and were 0,1 and 2,6 

J.cm-² respectively for global ray. Harvest was done at the same root development stage; the sum 

of temperatures was only 8% lower in the first growing period compared to the second one 

(1,382.5°C and 1,505.9°C respectively) (Figure S2.1, Annexe I). In both growing periods the same 

irrigation program was applied so that water supply was not a limiting factor, which is in 

accordance with the observation that the relative water content in both organs was not affected 

for any genotype.  

 At harvest, 10 plants per inbred and per block were collected. Leaves were separated from 

roots and immediately stored in liquid nitrogen. Three medial parts of the root were taken from 

each root, and immediately stored in liquid nitrogen. All samples were ground to powder and 

stored at -80°C.  

 

Carotenoid and chlorophyll analysis. As pigments associated to photosynthesis, carotenoids 

and chlorophylls were simultaneously analysed in leaves. Pigment extraction from roots and 

leaves, and quantification were performed as described in (Jourdan et al. 2015), with slight 

modifications for the elution program according to the organ. The analyses for carotenoid 

quantification were done on a Shimadzu HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto Japan) equipped 

with a thermostated autosampler (SIL-10AD VP), a diode array detector (SPD-M10A VP) and 

carotenoid were separated along an YMC C30 (YMC, Japan) column (150 x 4.6; 3µm). For leaf 

carotenoid and chlorophyll analyses, the elution program had the following proportions of solvent 

A (MeOH/ACN/H2O, 84/14/2, v/v/v): 0-5 min, 95-70%; 5-25 min, 70-45%; 25-30 min, 45-10%; 

30-35 min, 10-95%; 35-42 min, 95%. For root carotenoid analyses, the elution program had the 

following proportions of solvent A: 0-12 min, 80-45%; 12-14 min, 45-10%; 14-17 min, 10-80%; 

17-23 min, 80%.  

Carotenoid compounds were identified and quantified as in (de Rosso and Mercadante 

2007; Jourdan et al. 2015). Data represent the mean of three assays per sample, and carotenoids are expressed as mg of -carotene equivalent per 100 g of dry weight (DW). Chlorophyll contents 

are expressed as chlorophyll a equivalent in mg per 100 g of DW.  

 

Gene expression analysis. Total RNA were extracted using the NucleoSpin® RNA Plant kit 

(Macherey-Nagel, Germany , with slight modifications in the supplier s specifications. Before the 

first step, 2 mg of PVP40 was added, and the DNase treatment lasted 30 min. RNA quality was 

checked by agarose gel electrophoresis and absorbance quantification.  



 

Figure 2.1: Carotenoid content in leaves depending on the genotype during the first (GP 1) and the second (GP 2) growing 

period. Values are the mean ± S.D. of three biological replications (n=3). * indicates a significant difference at 5% between 

GP 2 and GP 1 for a given compound (Tukey test). 

 

Table 2.1: Total carotenoid and chlorophyll content and ratio of total carotenoid (C)/ total chlorophyll (Chl) in leaves in the 

five studied genotypes in the first (GP 1) and the second (GP 2) growing periods. 

 

 

 

Figure 2.2: Chlorophyll content in leaves depending on the genotype during the first (GP 1) and the second (GP 2) growing 

period. Values are the mean ± S.D. of three biological replications (n=3). * indicates a significant difference at 5% between 

GP 2 and GP 1 for a given compound (Tukey test). 
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 Retro-transcription was performed using MLV-Reverse transcriptase (Promega, USA) and 

oligo(dT)15 (Promega, USA). The absence of gDNA contamination was checked by PCR by using EF  primers bordering an intron to discriminate the size of the amplicons.  
 Quantitative real-time PCR was performed by using GoTaq® qPCR Master Mix 1X 

(Promega, USA), 0.3 µM of each primer, 2.5 µg of cDNA, and sterile water in a final volume of 10 µL. 

The thermal cycling conditions (CFX384 Touch Real-Time PCR, BioRad, USA) were the following: 

pre-incubation at 95°C for 10 min, 15 s at 95° and 1 min at 60°C for 40 cycles. Relative gene 

expression was calculated using the E-Ct method (efficiency-Ct) with Ct being the difference of 

Ct between plants cultivated in the growing period 2 and the plant cultivated in the growing 

period 1 (Pfaffl 2001). The data were normalized by using Actin, EF1 , and Tubulin  

housekeeping genes. PCR efficiency were determined by a range of 5 points (a cascade dilution ¼ 

of total cDNA) (BioRad CFX Manager software). Negative controls were done by replacing cDNA 

by sterile water.  

 

Statistical analysis. Statistical analyses were performed by using R version 3.1.0 program. 

Differences were analysed by an ANOVA test followed by a Tukey test for pigment contents. 

Variance analyses were performed by an ANOVA test on three biological replications (n=3). 

Principal Component Analyses (PCA) were performed on the mean of three biological replications 

for each factor using the FactoMineR package. 

 

 

Results 

 

Carotenoid and chlorophyll contents lower in carrot leaves in the second growing period. 

In carrot leaves, the main carotenoid was lutein (36% to 49% of total carotenoids in the first 

growing period), then -carotene (14% to 32%), neoxanthin (12% to 22%), violaxanthin (6% to 

7%), and 9-cis- -carotene (2% to 4%) (Figure 2.1). Alpha-carotene was only found in orange and 

orange/purple genotypes (17% and 6%, respectively). Total carotenoid contents were 

significantly lower in the second growing period compared to the first one for all genotypes 

(significant effect of growing period, p-value < 0.05): orange (37%), orange/purple genotype 

(38%), yellow (44%), and white (39%) (Table 2.1). Carotenoid content was lower by 13% in the 

red genotype compared to an average decrease of 40% for all the other studied genotypes. Each 

carotenoid content was lower in the second growing period compared to the first one as observed 

for total content for all genotypes but in a lesser extent for the red genotype (Figure 2.1). Despite 



 

 

Table 2.2: Total carotenoid content in roots in the five studied genotypes in the first (GP 1) and the second (GP 2) growing 

periods. 

 

 

 

 

 

Figure 2.3: Carotenoid content in roots in the (A) orange, (B) orange/purple, (C) yellow and (D) red genotypes cultivated 

during the first (GP 1) and the second (GP 2) growing period. Values are the mean ± S.D. of three biological replications 

(n=3). * indicates a significant difference at 5% between GP 2 and GP 1 for a given compound (Tukey test). 
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a lower total contents, the relative content of each carotenoid was conserved. The maximum 

variation between the two growing periods for a given carotenoid and genotype ranged only 

between 3 and 8%.  

 Similarly to carotenoids, total chlorophyll content was significantly lower in the second 

growing period compared to the first one for all genotypes: orange (48%), orange/purple (50%), 

yellow (48%), red (24%), and white (43%) (Table 2.1). Chlorophyll a and chlorophyll b contents 

were significantly lower (43%) in the second growing period compared to the first one 

independently of the genotype (Figure 2.2). As observed for carotenoids, the chlorophyll a and b 

relative contents were conserved between the two growing periods for all genotypes (less than 

3% of difference). The ratios of total carotenoids / total chlorophylls (C/Chl) were relatively 

conserved (on average 50%) whatever the growing period and the genotype (Table 2.1).  

 A PCA analysis including all leaf pigments was realized to study the distribution of 

variation based on growing period and genotype (Figure S2.2, Annexe I). The first dimension 

represented 83.3% of the variability, and was explained by -carotene (14.7%), 9-cis- -carotene 

(14.6%), violaxanthin (14.5%), chlorophyll a (14.0%), chlorophyll b (13.9%) and lutein (12.9%). 

The second dimension represented 13.2% of the variability and was explained by -carotene 

(76.7%). PCA analysis showed a clear differentiation between the two growing periods, with a 

higher dispersion for the first one. However genotypes were separated only depending on the 

second dimension which was essentially related to -carotene. The genotype effect was therefore 

separating orange genotypes accumulating -carotene from non-orange genotypes.  

 

Carotenoid content in carrot roots varied depending on the two growing periods. Total root 

carotenoid contents were significantly lower in the second growing period compared to the first 

one for the orange (21%), orange/purple (29%), yellow (48%) genotypes, but were higher for the 

red one (19%) (Table 2.2).  

 Contrary to leaves, most individual carotenoids were affected by the environment 

according to the genotype. In the orange genotype, -carotene and lutein contents were lower by 

54% and 45% respectively in the second growing period compared to the first one (Figure 2.3A). 

In the orange/purple genotype, -carotene and lutein contents were significantly lower in the 

second growing period in comparison to the first one (60% and 22% less, respectively) (Figure 

2.3B). In both orange genotypes, the significant higher -carotene relative content (17 and 19%) 

corresponded to an increase by 18% of -carotene relative content in root. In the yellow genotype, 

-carotene content was higher (49%) whereas lutein content was lower (56%) in the second 

growing period compared to the first one (Figure 2.3C). Lutein proportion was lower by 14%, and 

resulted in a higher -carotene proportion (14%) in the second growing period compared to the 

first one. The content in lycopene, which was the main pigment in the red genotype was higher 



 

 

 

 

 

 

Figure 2.4: Heatmap of relative carotenogenesis gene expression in leaves and roots in the five studied genotypes. (A) 

Carotenoid biosynthesis pathway adapted from 5. Only studied genes are represented. (B) Heatmap of the relative gene 

expression (in log2) in carrot leaves and roots. A blue color represents an under-expression and a red color an overexpression 

of the gene in the second growing period relative to the first one. A more intense color corresponding to a higher expression 

difference. GGPPS: geranyl geranyl pyrophosphate synthase, PSY: phytoene synthase, PDS: phytoene desaturase, LCYB: 

l ope e β- lase, LCYE: l ope e ε-cyclase, ZEP: zeaxanthin epoxidase, NCED: 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase, ABA: 

abscisic acid. 
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(25%). In contrast, -carotene content was lower in the second growing period compared to the 

first one (9%) (Figure 2.3D).  

 The major root pigment correlated to the first dimension of PCA analysis (Figure S2.3, 

Annexe I) which explained 48.2% of the variability was -carotene (43.3%). The PCA second 

dimension, which explained 37.5% of the variability, was correlated to -carotene (37.6%), 

lycopene (27.6%) and lutein (27.5%). Contrary to carotenoid content in leaves, the distribution 

did not separate the two growing periods and the distribution based on the genotype revealed a 

difference between all studied genotypes. The distribution was based on lycopene, lutein and -

carotene, i.e. compounds that are not accumulated in all genotypes, which explained a higher 

variability among genotypes compared to growing periods. As observed in leaves, the first 

growing period has shown a higher variability than the second one.  

 

Relative gene expression of carotenoid biosynthesis pathway in both carrot leaves and 

roots in the two studied growing periods. To investigate the impact of growing periods on the 

control of carotenoid accumulation, the expression of GGPPS, PSY1, PSY2, PDS, LCYB1, LCYE, ZEP, 

NCED1, NCED2, NCED3, and ABA2 genes was measured both in leaves and roots. This set of genes 

was chosen in order to cover the biosynthetic pathway (Figure 2.4A).  

 In leaves, genes were either down-regulated or non-affected in the second growing period 

compared to the first one for all studied genotypes. For all genotypes, the reduction of gene 

expression was overall more striking for PSY1 which is upstream in the carotenoid pathway, as 

well as for NCED1 and NCED2 which are involved in the final steps (Figure 2.4B). Interestingly, 

PSY1 was more affected by growing periods than PSY2.  

In contrast, no general trend could be observed in roots for all genes and all genotypes. In 

opposition to what was observed in leaves, some genes were up regulated in the second growing 

period compared to the first one for some genotypes. PDS and ZEP were up-regulated in the 

second growing period compared to the first one for all genotypes as well as LCYB1 except for the 

orange/purple one. LCYE, a specific -  branch gene, was down-regulated in all genotypes except 

for the yellow one. The yellow genotype was the only one for which all the studied genes were up-

regulated in the second growing period compared to the first one.  

ABA2 was the only gene not to be differentially expressed between the two growing 

periods for all genotypes in both leaves and roots.  
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Discussion 

 

Carotenoids are important secondary plant metabolites involved in crop nutritional quality such 

as carrots. Although the impact of environmental factors on whole plant metabolism as well as 

specific metabolites was studied in literature (Gould 2004; Liu et al. 2007; Ramakrishna and 

Ravishankar 2011; Mierziak et al. 2014), it still remains poorly understood for carotenoid 

accumulation. If agronomic parameters were already investigated for carotenoid accumulation in 

carrot root, the impact of environmental variations is still a lack. The objective of our work was to 

investigate the impact of two contrasted growing periods on carotenoid accumulation in both 

carrot leaves and roots.  

 

The growing period affects genotype potential in leaves and roots. In our work, the first 

growing period was performed during a standard growing period and the second one was done 

latter in order to maximize bioclimatic differences. The second growing period was considered 

less suitable for carrot growth than the first one as supported by the longer time required to reach 

the same developmental stage. Our PCA analyses in both leaves and roots, based on pigment 

accumulation, have revealed that genotype distribution was higher in the first growing period 

compared to the second one. These results showed that specific compound variability was 

reduced in the second growing period. These results suggesting that less favorable conditions 

tend to homogenize genotype variability while more favorable conditions tend to increase 

genotype specific potential and lead to a higher genotype variability.  

 In this study, carotenoid accumulation as well as chlorophyll content and gene expression 

were affected by less favorable conditions but not in the same trend in both leaves and roots, 

suggesting different regulatory mechanisms.  

 

Carotenoid and chlorophyll relative contents are significantly affected in leaves under less 

favorable conditions. In leaves, the lower pigment content observed in all genotypes suggests 

that leaves might be susceptible to environmental changes due to an exposure to various 

environmental factors (temperature and solar radiation). Despite this decrease in pigment 

content, the relative contents of each pigment and C/Chl ratio were well conserved between the 

two growing periods, both for carotenoid and chlorophyll. This result suggests a coordination 

between chlorophyll and carotenoid relative content in carrot leaves which are actually 

synthetized from a common precursor, the geranyl geranyl pyrophosphate (GGPP). In tomato 

leaves, the overexpression of SIPSY1 increased carotenoid contents but decreased gibberellin 
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contents (also synthetized from GGPP), due to a redirection of the GGPP pool from the gibberellin 

pathway to the carotenoid pathway (Fray et al. 1995). In our results, the expression of GGPPS, 

which is the last common gene between chlorophyll and carotenoid biosynthesis, and PSY, which 

is the first gene of carotenoid synthesis, was lower for all genotypes in the less favorable condition. 

Similarly, in pepper fruit ripening, GGPPS and PSY expression was described as important 

regulatory key (Hugueney et al. 1996). This result is in favor of a transcriptional level for 

carotenoid and chlorophyll synthesis, at the level of GGPPS and PSY genes. One major hypothesis 

is that carotenoid and chlorophyll proportions in leaves are dependent to GGPP availability 

regulated at transcriptional scale by environmental factors.  

 

Carotenoids contents in leaves are regulated at transcriptional scale under different 

environmental conditions. In leaves, all the carotenogenesis genes were down-regulated and all 

carotenoid contents were lower for all genotypes in the less favorable growing period compared 

to the first one. Our results suggest a transcriptional regulation of carotenoid accumulation in 

carrot leaves under environmental constraints. A transcriptional regulation was demonstrated by 

functional validation in carrot leaves between LCYB1 overexpression and an increase of -

carotene contents (Moreno et al. 2013). Furthermore, PSY1, but not PSY2, was highly down-

regulated in the five studied genotypes which confirms data from Wang et al. (Wang et al. 2014) 

and Fuentes et al. (Fuentes et al. 2012) suggesting that PSY1 expression may control chloroplast 

carotenoid synthesis in carrot leaves while PSY2 is related to carotenoid synthesis in root 

chromoplasts.  

 

Less favorable conditions induced a switch in carotenoid biosynthesis in roots. In roots, 

carotenoid contents were in accordance with previous reports showing that there is a differential 

accumulation of carotenoids, both in terms of content and relative content, depending on the 

genotype (Clotault et al. 2008),(Nicolle et al. 2004; Surles et al. 2004). Only some carotenoid 

contents were affected by environmental variations depending on the genotype. Kidmose et al. 

(Kidmose et al. 2004) have shown that -carotene and -carotene contents of six carrot genotypes 

doubled when grown in two different locations (no data about climatic parameters was given) 

depending on the genotype. Carotenoids in carrot roots are therefore affected by environmental 

variations depending on the genotype.  

 In our work, carotenoid contents and relative abundance especially for -carotene and 

lutein are affected by environment factors. Under less favorable conditions, the lower level of -

carotene content in the orange and orange/purple genotypes and in lutein content for the yellow 

one was accompanied by an increase of -carotene relative content: carotenoid relative content 

seems to switch between the two branches of carotenoid biosynthesis pathway towards the -
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branch. At transcriptional level, LCYB1 was overexpressed in the less favorable condition for all 

genotypes, except for the orange/purple one. Further, LCYE, which is specific to -  branch, was 

down regulated for all genotypes except for the yellow one which is the only one accumulating 

high lutein amount. During carrot root development, LCYB1 expression was also described to be 

correlated to -carotene accumulation (Clotault et al. 2008; Fuentes et al. 2012). Previous result 

of functional validation showed that overexpression of LCYB1 increased significantly -carotene 

content and decreased -carotene content (Moreno et al. 2013), suggesting an important role of 

LCYB expression for -carotene accumulation. The antagonist expression of LCYB and LCYE was 

described as crucial regulatory element for specific carotenoid ( -carotene, -carotene, lutein or 

lycopene) accumulation (Ronen et al. 2000; Bai et al. 2009). In sweet potato, inhibition of LCYE 

decreased lutein content and increased -carotene, xanthophyll (zeaxanthin, violaxanthin and 

neoxanthin) and ABA contents, and led to a salt stress resistance phenotype (Kim et al. 2013). 

Altogether, literature (Fuentes et al. 2012; Arango et al. 2014; Jourdan et al. 2015) and our results 

support the hypothesis of a possible re-orientation under environmental constraints of 

carotenoid biosynthesis by LCYB and LCYE transcript level. In our work, ZEP, involved indirectly 

in -carotene accumulation (Jourdan et al. 2015), was overexpressed in all genotypes in the less 

favorable growing condition. In Arabidopsis roots, a similar result showed that ZEP was 

overexpressed under drought stress (North et al. 2005). Another work demonstrated that the 

overexpression of ZEP led to a resistant phenotype to osmotic stress in Arabidopsis (Park et al. 

2008). Both at the central node and the end of the -branch, these results suggest a switch, 

regulated at the transcriptional level, toward the -branch, under less favorable conditions in 

order to focus synthesis on the final metabolites in relation with their role in stress tolerance 

(Davison et al. 2002; Van Ha et al. 2014; Danquah et al. 2014). Overall, our results concerning the 

impact of less favorable growing period on carotenoid accumulation in carrot suggest a stress-like 

response. 

 

 

Conclusion 

 

In this study, it was concluded that different growing periods significantly affected carotenoid 

accumulation in carrot leaves and roots. The decrease of carotenoid content in the less favorable 

growing period may impact nutritional and organoleptic root qualities. In our work, pigment 

accumulation was modulated according to environmental conditions but not in the same trend in 

both leaves and roots. In leaves, all pigment contents and gene expression were lower in the less 
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favorable condition suggesting a simple regulatory mechanism. In contrary, in roots, carotenoid 

accumulation in response to environmental constraints depends on the genotype, and involves a 

more complex regulatory mechanism passing through a switch between the two branches. To a 

better management of crop production to maintain/optimize nutritional and organoleptic 

properties, studying the impact of specific environmental stresses would help in identifying the 

differences in regulation processes.  

 

 

Aknowledgments 

 

We wish to thank Muriel Bahut, Laurence Hibrand Saint-Oyant and Annie Chastellier from the 

ANAN platform (Analyze of nucleic acids - UMR1345 Institut de Recherche en Horticulture et 

Semences IRHS, France) for their technical help. We thank Rémi Gardet, Jacky Granger and Daniel 

Sochard from INEM (Mutualized experimental facilities - UMR1345 Institut de Recherche en 

Horticulture et Semences IRHS, France) for the experimental installation. Florent Perrin is a PhD 

student funded by the French Ministry. 

 

 

SUPPORTING INFORMATION  

Daily registration of temperatures and global during the two growing periods. Primer sequences 
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CHAPITRE 3  

IMPACT D’UN STRESS BIOTIQUE ET D’UN STRESS 

ABIOTIQUE SEULS OU EN COMBINAISON SUR 

L’ACCUMULATION DES CAROTENOÏDES CHEZ LA 

CAROTTE 
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I. INTRODUCTION 

 

Les résultats du premier axe de recherche ont confirmé que les facteurs 

environnementaux ont bien un impact sur les teneurs en caroténoïdes des feuilles et racines de 

carotte. Cette première approche globale a permis de mettre en évidence un impact négatif de 

facteurs abiotiques (en particulier température et rayonnement global) sans qu on soit en mesure d évaluer leurs effets spécifiques ni leur interaction avec d autres composantes de l environnement. Ainsi, l impact de stress particulier, seul ou en combinaison, sur l accumulation 
en caroténoïdes en général et chez la carotte en particulier, reste encore méconnu alors que cette information est déterminante pour la connaissance du métabolisme des caroténoïdes d une part et pour une meilleur maitrise des pratiques culturales d autre part.  Si quelques études existent sur l étude de stress seul, une seule étude est jusqu à présent disponible concernant l impact à la fois de stress biotique et abiotique sur l accumulation des caroténoïdes. En effet, Atkinson et al.  ont mis en évidence que la combinaison d une 
restriction hydrique et de l attaque d un nématode entraine une diminution des teneurs en 
lycopène chez les jeunes fruits de tomate, mais pas chez les fruits âgés. La diminution des teneurs 

en lycopène dans les jeunes fruits a également été observée en condition de restriction hydrique seule mais pas lors de l attaque du nématode montrant ainsi le caractère dominant du stress 
abiotique lors de la combinaison. La combinaison des stress entraine également une 

augmentation des teneurs en glucose et fructose dans les fruits âgés. Ce premier travail met donc en avant l importance de l étude de stress combinés sur la qualité et donc les teneurs en caroténoïdes des productions végétales. )ls soulignent l impact en parallèle sur le métabolisme 
secondaire et primaire. Par contre, les mécanismes moléculaires sous-jacents n ont pas été 
élucidés dans cette étude.  

 La deuxième étude de ce travail de thèse vise donc à déterminer quel est l impact d un stress biotique et d un stress abiotique appliqués seuls ou en combinaison sur l accumulation des 

caroténoïdes dans les feuilles et les racines de carotte. Pour cela, les plantes ont été cultivées en condition de restriction hydrique, en condition d inoculation par d A. dauci, en condition de stress combinés ainsi qu en condition contrôle apport hydrique non limitant et pas d infestation par A. 

dauci . L expérimentation a été réalisée en tunnel, en conditions semi-contrôlées, et répétée lors 

de deux années successives. Cette étude est basée sur un panel de six génotypes présentant une 

variabilité phénotypique de coloration de racine contrastée (orange, rouge, violet et blanc) ainsi 
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que des niveaux de résistance contrasté à A. dauci , notamment les variétés Boléro, résistant, et 

Presto, sensible.  

 Au-delà de la caractérisation de l impact des stress, le niveau d expression des gènes de la 
voie de biosynthèse des caroténoïdes ainsi que les teneurs en ABA ont été déterminés par PCRq 

et UPLC respectivement, afin de mieux comprendre les mécanismes de régulation en lien avec l accumulation des caroténoïdes en condition de stress. De plus, les teneurs en sucres, en amidon 
racinaire et chlorophylle foliaire ont été quantifiées afin de déterminer si le métabolisme primaire 

est impacté de la même façon que le métabolisme des caroténoïdes.  
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Abstract  

Carotenoids are important secondary metabolites involved in plant photosynthesis, vegetable 

nutritional quality but also in metabolic prevention in human health. Carrot represents one of the 

most important carotenoid intakes and is a very interesting model to study carotenoid 

metabolism. Till now, the knowledge about the impact of stress on carotenoid accumulation is 

limited. The purpose of this work was to investigate the impact of abiotic and biotic stresses 

applied separately or in combination on carotenoid accumulation in carrot leaves and roots. 

Results showed that combined stress decreased dramatically carotenoid content in both organs. 

In roots, the decrease in carotenoid content could be mostly associated in carrot response to A. 

dauci infection. Moreover, carotenoid and sugar contents were highly correlated, which suggested 

that stored metabolites are directly or indirectly involved in plant response to pathogen infection. 

In leaves, in contrast to results observed in roots, stresses impact carotenoid content depending 

on the genotype and the year. Moreover, carotenoid content variations were correlated to 

chlorophyll contents suggesting that a common mechanism of regulation for photosynthetic 

biosynthesis pigment exist.  

Keywords: Alternaria dauci, Daucus carota L., photosynthetic pigment, secondary metabolites, 

stored metabolites, water stress 
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Introduction  

 

 Carotenoids are important secondary metabolites involved in plant growth but represent 

also an important nutritional quality trait in fruits and vegetables. Indeed, in chloroplastic organs 

like leaves, these pigments are associated with chlorophylls for photosynthesis (Yasushi, 1991). 

Due to their antioxidant properties, they are also involved in photoprotection against high light 

stress (Davison et al., 2002). In non-green tissues, they are involved in pollinators or 

disseminators attraction (Howitt and Pogson, 2006). In fruits or roots especially, they are 

considered as a primary nutritional quality trait for humans, as provitamin A compounds and 

preventing factors of human diseases (Bartley and Scolnik, 1995). Till now, the carotenoid 

biosynthetic pathway in plant has been relatively well studied (see review Cazzonelli and Pogson 

2010). Gene and enzyme functions have been characterized but new carotenoid compounds are 

still identified regularly. To date, several regulatory mechanisms passing through genetic 

determinism, gene expression and storage capacity explain carotenoid accumulation, but could 

depend on the considered organ and species (Cazzonelli and Pogson, 2010).  

 

 In their environment, plants are exposed to a large diversity of biotic and abiotic stresses 

which potentially affect plant growth. A negative effect can lead to a decrease in yield but also 

nutritional quality. Over the past decade, the molecular mechanisms underlying plant tolerance 

to individual stress has intensively been investigated. Important metabolic pathways as well as 

signaling molecular factors have been also highlighted to be involved in plant tolerance (Singh et 

al., 2002; Chinnusamy et al., 2004; Ramakrishna and Ravishankar, 2011). Till now, few studies 

have shown that individual stress conditions impact carotenoid accumulation. In tomato, 

carotenoids represent a primary quality attribute. It has been shown that salinity stress leads to 

a threefold increase in lycopene content in fruits (Borghesi et al., 2011) but not in leaves (Duan et 

al., 2012). )n pepper, phytoene content increases but -carotene content decreases under 

oxidative-induced stress which could be explained by relative gene expression variations 

(Bouvier et al., 1998). In other cases, it has been shown that carotenoid regulation could lead to 

stress tolerance phenotypes. In Arabidopsis leaves for example, the over expression of chyB encoding the -carotene hydroxylase) leads to a tolerant phenotype to high light intensity stress 

(Davison et al., 2002). In sweet potato, the downregulation of lcye encoding the lycopene -cyclase  induces an increase of -branch specific carotenoids and leads to a salt stress tolerance 

of plants (Kim et al., 2013). These studies show that abiotic stress conditions impact carotenoid 

content which could be associated to carotenoid gene expression levels.  
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However, plants are simultaneously confronted to several stresses in culture. In this case, the 

mechanisms involved in plant tolerance to individual stress cannot be sufficient to understand 

plant behavior (Fujita et al., 2006; Ramegowda and Senthil-Kumar, 2015). Moreover, the 

combined stress conditions could differentially affect plant biomass and yield compared to 

individual ones. For example, it has been shown that combined heat and drought stresses increase 

respiration rate compared to control and drought stress alone in Arabidopsis thaliana. Moreover, 

the photosynthesis rate was lower under the combined stress condition compared to control and 

heat stress condition (Rizhsky et al., 2004). In the spring pea, the same stress combination led to 

a reduction of chlorophyll content but also grain number and weight compared to individual 

stresses and control (Prasad et al., 2011). In sorghum, the combination of drought and high 

temperatures decreased by 50% the dry matter, grain yield and number of grains compared to 

control (Craufurd and Peacock, 1993). The impact of heat and drought stresses in combination 

was relatively well investigated in crop plants (Prasad et al., 2008). However, to our knowledge, 

only one study showed that lycopene content in tomato fruits was affected by a combination of 

drought and nematode infection stresses but the effects depend on the development stage in the 

plant (Atkinson et al., 2011).  

 

 Carrot, which is characterized by an air organ (leaves) and a tuberous underground organ 

(roots), accumulates carotenoid in leaves but also a large amount of these pigments in roots, and 

represents one of the most important carotenoid intakes as it is consumed worldwide (Surles et 

al., 2004). Carrot is also a very interesting model to study carotenoid accumulation due to the high 

diversity of root color. Indeed, the carotenoid accumulation in carrot root is due to anthropic 

selection which led to a large panel of root-colored genotypes (Clotault et al., 2010, 2012). Orange genotypes contain mostly -carotene and -carotene, yellow genotypes contain lutein, the red 

ones contain lycopene and white genotypes almost no carotenoid. In purple carrot genotype, 

carotenoid coloration is masked by anthocyanin accumulation in root. Among carrots with the 

same color, total carotenoid content can vary greatly (Nicolle et al., 2004; Surles et al., 2004). 

These differences in carotenoid content in carrot may be due to different regulation mechanisms 

passing through genetic polymorphism  (Bradeen and Simon, 1998; Just et al., 2007; Clotault et 

al., 2010; Jourdan et al., 2015), gene expression (Clotault et al., 2008; Maass et al., 2009), and cell 

organization (Kim et al., 2010). If genetic factors are well studied in carrot, the data about the 

impact of environmental factors on carotenoid accumulation are limited. It has been shown that 

carotenoid contents in carrot roots are modulated depending on growing locations (Kidmose et 

al., 2004). Recently, the effect of water supply (drip irrigation, sprinkler and rain fed irrigation) 

has been investigated. Zeipiņa et al.  have shown that drip and sprinkler irrigation systems 
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did not affect carotenoid accumulation in carrot roots. However Ombódi et al. (2014) have shown 

that carotenoid accumulation is modulated depending on water quantity supply (sprinkler 

irrigation system compared to rain supply) but results depended on the year. These works show 

that agronomic processes affect carotenoid accumulation in carrot root, but such effects were not 

investigated in leaves for a comprehensive understanding. Recently, we have shown that 

environmental factors such as temperature and global ray impact carotenoid accumulation in 

carrot leaves and roots (Perrin et al., 2016). Carotenoid accumulation decreased in leaves 

independently of the considered genotype in unfavorable period, and could be related to 

chlorophyll content as well as carotenoid genes expression. In roots, results depended on the 

genotype and suggested a switch in the biosynthetic pathway toward the -branch. The results 

suggested that leaf metabolism was affected and could explain carotenoid and chlorophyll 

associated-pigment content variations in carrot leaves (Perrin et al., 2016). However, there is a 

lack of knowledge to generalize this hypothesis to the root organ and studies need to be done in 

this regards. While individual abiotic stress conditions impact carotenoid content, biotic and 

combined stress conditions on carotenoid accumulation needs to be more understood.  

 

 The understanding about the impact of abiotic and biotic factors individually or in 

combination on carotenoid content is also of interest for a better management of plant growth 

and nutritional quality value. In the present study, we have investigated, in leaves and roots of 6 

carrot genotypes, the impact on carotenoid content of a restricted water condition and an 

inoculation by Alternaria dauci (A. dauci), both individually and in combination. To go further in 

the knowledge of carotenoid metabolism, we were interested in the impact of stress conditions 

on the plant general metabolism through chlorophyll content as associated pigment for 

photosynthesis, and through sugar, starch and hormone contents as primary source of carbon and 

stored compounds in carrot roots.  

 

 

Material and Methods 

 

Biological material and experimental design  

Six genotypes contrasted by their root color have been studied: the three varieties Bolero 

(orange), Presto (orange) and Deep Purple (purple), and 3 inbred lines derived from Karotan 

(IKaO, orange), Kintoki (IKiR, red) and Blanche des Vosges (IBvW, white). Plants were grown 

under a semi-controlled environment in tunnel in three biological replications during two 

consecutive years (2013 and 2014) at Agrocampus-Ouest (IRHS-Angers, France). Plants were 
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grown in (i) standard growing conditions (no inoculation, soil potential Pf = 2.5), (ii) water-

restricted condition Pf = 3.5), (iii) A. dauci inoculation, (iv) water-restricted and A. dauci 

inoculation combined conditions. In order to create a water-restricted condition for carrot growth 

the soil potential was monitored using steering electronics module (Watermark), a central of 

acquisition (Tensiomanager) and tensiometric probes (Watermark). One isolate of A. dauci 

collected in France was used for the experiment (P2 from Gironde). A. dauci artificial inoculation 

was done using a solution of 4000 conidia/mL (Le Clerc et al., 2009). The first inoculation was 

performed when plant showed three true leaves and the second one 15 days later and symptom 

notations were performed as described in Le Clerc et al. (2009). The inoculation part of tunnel 

was separated from the healthy one by a waterproof tarp. For each sample (genotype, biological 

replication and year), a bulk of 10 plants has been harvested and pooled. Whole plant weight and 

specific root and leaves weight were registered. Leaves and three medial parts of each root were 

taken, and immediately stored in liquid nitrogen. All samples were finely grinded to powder and 

stored at -80°C.  

 

Carotenoid and chlorophyll analysis  

Pigment extraction and quantification from roots and leaves were performed as described in 

Perrin (2016) with slight modifications for the elution program according to the organ. The 

analyses for carotenoid quantification were done on a Shimadzu HPLC (Shimadzu Corporation, 

Kyoto Japan) equipped with a thermostated autosampler (SIL-10AD VP), a diode array detector 

(SPD-M10A VP) and carotenoids were separated along an YMC C30 (YMC, Japan) column (150 x 

4.6; 3µm). For leaf carotenoid and chlorophyll analyses, the elution program had the following 

proportions of solvent A (methanol/acetonitrile/water 84/14/2 (v/v/v) including 0,1 % of 2,6-

di-tert-butyl-4-methylphenol (w/v) and triethylamine (v/v) and solvent B (dichloromethane)): 0-

5 min, 95-70%; 5-25 min, 70-45%; 25-30 min, 45-10%; 30-35 min, 10-95%; 35-42 min, 95%. For 

root carotenoid analyses, the elution program had the following proportions of solvent A and B: 

0-12 min, 80-45%; 12-14 min, 45-10%; 14-17 min, 10-80%; 17-23 min, 80%. 

Carotenoid compounds were identified and quantified as in de Rosso and Mercadante (2007) and 

Jourdan et al. (2015). Data represent the mean of three assays per sample, and carotenoids are 

expressed as mg per 100 g of dry matter (DM).  

 

Sugar analysis  

Extraction was done on lyophilized powder obtained from 1g of crushed frozen material to which 

4mL of hot ethanol at 80% were added. Samples were then placed under agitation in a 
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thermostated bath during 1 hour and centrifuged 20 min at 9000 g. The supernatant was 

deposited in a flask of 10 mL and the volume was completed with ethanol at 80%. One milliliter 

was then evaporated in a Speed-Vac concentrator.  

The dry pellet was resuspended in 1 mL of deionized water. After vigorous stirring, the solution 

was filtered with a 0.45 µm syringe filter (nylon). Dilution at 1/32 was performed in deionized 

water.  

 

Sugars were separated and assayed by ion chromatography (Dionex chain consisting of a pump, a 

thermostated autosampler, a conductivity meter). Data analysis was performed using Chromeleon 

software. 

The injection was carried out with a volume of 20 µL in a column CarboPac® PA1 (4 x 250 mm; 

Thermo Scientific). The mobile phase consisted of deionised water (eluent A) and 1 M sodium 

hydroxide (eluent B). An isocratic elution with 40 mM of sodium hydroxide for 22 min was 

performed. The flow rate was 0.5 mL.min-1 and the temperature 80°C (oven maintained). 

The compounds were identified by their elution order compared to commercial standards 

(analyzed under the same conditions). Calibrations were also performed prior to analysis. A 

mixture of standards was regularly analyzed in parallel of samples. 

 

Starch analysis  

Extraction and determination of starch were performed as in Hendriks et al. (2003). Aliquots of 

about 20 mg fresh weight were extracted twice with 80% ethanol (v/v) and once with 50% 

ethanol (v/v) to remove hydrosoluble metabolites including sugars. Starch was then determined 

in the pellet, which was first resuspended in 100 mM NaOH and heated at 95°C for 20 min. After 

neutralisation, starch was digested overnight by adding amyloglusidase and alpha-amylase, and 

the released glucose was measured spectrophotometrically in the presence of ATP, hexokinase, 

NADP+ and glucose-6-phosphate dehydrogenase. Assays were prepared in 96-well microplates 

using a Starlet pipetting robot (Hamilton) and absorbance was read at 340 nm in MP96 microplate 

readers (SAFAS).  

 

Hormone analysis  

For each sample, 10 mg of freeze-dried powder were extracted with 0.8 mL of 

acetone/water/acetic acid (80/19/1 v:v:v). Abscisic acid (ABA), salicylic acid (SA), jasmonic acid 

(JA), and indole-3-acetic acid (IAA) stable labeled isotopes used as internal standards were 

prepared as described in Le Roux et al. (2014). Two ng of each standard were added to the sample. 

The extraction was performed as described in Li-Marchetti et al. (2015). Briefly, dry extract was 



Table 3.1: Physiological parameters of plant under the four growing conditions. LDM: leaf dry matter; RDM: root dry matter; L L: leaves length; W R: water-restricted.  

***: significant difference 1% compared to control. 

 

 

Table 3.2: Symptom notation in the six genotypes under A. dauci and combined stress conditions. In 1st year, values are the mean of two replications and in 2nd value are the mean of three 

replications. 

 

  A. dauci  Combined 

    Mean Sd 

Mean  

(2 years) 

SD  

(2 years) 

 

Mean Sd 

Mean  

(2 years) 

SD  

(2 years) 

Bolero 
1st 2,5 0,5 

2,8 0,3 
 3,0 1,0 

4,0 1,0 
2nd 3,0 0,0  5,0 0,0 

Presto 
1st 6,0 0,0 

6,0 0,0 
 5,0 0,0 

5,2 0,2 
2nd 6,0 0,0  5,3 0,9 

IKaO 
1st 5,0 2,0 

4,7 0,4 
 4,5 0,5 

4,9 0,4 
2nd 4,3 0,3  5,3 0,3 

Deep 

Purple 

1st 5,0 1,0 
5,2 0,2 

 5,5 0,5 
5,6 0,1 

2nd 5,3 0,9  5,7 0,3 

IKiR 
1st 4,0 1,0 

3,5 0,5 
 4,5 0,5 

4,9 0,4 
2nd 3,0 0,0  5,3 0,3 

IBvW 
1st 4,5 0,5 

5,6 1,1 
 6,0 0,0 

6,0 0,0 
2nd 6,7 0,3  6,0 0,0 

 

 1st year  2nd year 

 
Plant Weight 

(g) 

Leaves Weight 

(g) 

Roots Weight 

(g) 
LDM (%) RDM (%) L L (cm)  Plant Weight (g) 

Leaves Weight 

(g) 

Roots Weight 

(g) 
LDM (%) RDM (%) L L (cm) 

Control 100.45 ± 9.32 31.57 ± 4.03 68.87 ± 6.53 19.05 ± 1.66 6.41 ± 0.88 58.08 ± 2.16 

 

99.90 ± 6.04 36.09 ± 3.77 63.80 ± 4.22 12.47 ± 0.48 7.45 ± 0.48 58.44 ± 2.00 

W R 
57.37 ± 5.89 

*** 

16.08 ± 1.82 

*** 

41.28 ± 5.39 

*** 
23.25 ± 2.19 7.21 ± 1.55 

43.83 ± 1.19 

*** 

 66.36 ± 4.26 

*** 

19.06 ± 1.97 

*** 

47.3 ± 3.01 

*** 

17.40 ± 1.06 

*** 

11.17 ± 0.78 

*** 

43.38 ± 1.27 

*** 

A. dauci 76.63 ± 4.33 24.03 ± 1.98 52.59 ± 3.86 20.26 ± 0.43 9.78 ± 0.95 
47.92 ± 1.18 

*** 

 
88.71 ± 7.30 35.5 ± 3.80 53.21 ± 4.60 12.76 ± 0.68 

10.56 ± 0.47 

*** 
56.50 ± 1.51 

Combined 
64.96 ± 5.08 

*** 

16.73 ± 1.65 

*** 
48.22 ± 4.02 

23.82 ± 1.00 

*** 

12.08 ± 0.77 

*** 

39.00 ± 1.82 

*** 

 
62.88 ± 4.72 

*** 

19.96 ± 3.40 

*** 
42.92 ± 3.4 

16.26 ± 0.47 

*** 

12.34 ± 0.64 

*** 

46.72 ± 2.03 

*** 
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dissolved in 140 µL of acetonitrile/water (50/50 v/v), filtered and analyzed using a Waters 

Acquity Ultra-Performance Liquid Chromatograph coupled to a Waters Xevo Triple quadrupole 

mass spectrometer (UPLC-ESI-MS/MS). The compounds were separated on a reverse-phase 

column (Uptisphere C18 UP3HDO, 100∗2.1 mm∗3 µmparticlesize; Interchim, France) using a flow 

rate of 0.4 mL min−  and a binary gradient: A  . % acetic acid in water v/v ; and B  
acetonitrile with 0.1% acetic acid. Mass spectrometry was conducted in electrospray and Multiple 

Reaction Monitoring scanning mode (MRM mode), in positive ion mode for IAA, and in negative 

ion mode for the other hormones. The limit of detection (LOD) and the limit of quantification 

(LOQ) were extrapolated for each hormone from calibration curves and samples using the 

Quantify module of MassLynx software, version 4.1. 

 

Statistical analysis  

Statistical analyses were performed by using R version 3.1.0 program. Data were described by 

box-plot analysis and differences were analyzed by an ANOVA test followed by a Tukey test for 

carotenoid content variations between conditions on three biological replications (n=3). Pearson 

correlations were performed using R version 3.1.0 with the package Rcmdr version 2.1-3.  

 

 

Results 

Physiological response to constraint conditions  

 

In both years, water-restricted and combined constraint conditions reduced significantly 

(between 30% and 50%) the plant and shoot weight (Table 3.1). But only the water-restricted 

condition reduced the root weight by 40% and 35% in the 1st and 2nd year respectively. Results 

based on dry matter showed significantly contrasted levels between the two years. In the 1st year, 

the combined constraint condition increased significantly shoot and root dry matters. In the 2nd 

year, the water restricted and combined constraint conditions increased significantly shoot dry 

matter compared to control, and root dry matter was significantly higher in the three constraint 

conditions compared to control. Under all constraint conditions, the shoot length decreased 

significantly compared to the control in the 1st year but only under water restricted and combined 

constraint conditions in the 2nd year.  

 

The impact of A. dauci inoculation was confirmed by the presence of necrosis symptoms on carrot 

leaves. Results showed that under A. dauci inoculation, Bolero was the most resistant (2.8 ± 0.3) 

and Presto the less one (6.0 ± 0.0) (Table 3.2). IKiR was also resistant to A. dauci (3.5 ± 0.5) but in 



 

 

 

 

 

 

Fig. 3.1: Carotenoid contents in root. Each carotenoid content were quantified in the root of the five studied genotypes in the 

four growing conditions in both years. Values are the mean ± S.D. of three biological replications (n=3). * indicates a 

significant difference at 5% between total carotenoid content in stress condition and total carotenoid content in the control 

condition for a given genotype (Tukey test). W R: water-restricted; 1: 1st year; 2: 2nd year. 
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a lesser extent compared to Bolero. Under combined stress condition, the resistance level was 

globally more homogeneous among genotypes than A. dauci applied alone. Bolero was still the 

most resistant one (4.0 ± 1.0) but, in this case, IBvW was the susceptible one (6.0 ± 0.0) (Table 

3.2).  

 

All these results show a significant impact of the three constraint conditions on plant 

morphological and resistance parameters, which demonstrates that they acted as stress 

conditions.  

 

Effect of stress on carotenoid contents in roots  

 

In carrot roots, stress conditions globally led to a decrease in carotenoid contents compared to 

control for every genotype and all pigments in both studied years. The biotic and combined stress 

conditions affected most significantly carotenoid amounts in carrot root whatever the genotype. 

On contrary, the effect of water-restricted condition on carotenoid accumulation was dependent 

on the genotype and in most case on the year.  

In the orange genotypes (Bolero, Presto and IkaO), the combined stress condition reduced 

significantly carotenoid accumulation in roots for both studied years (Fig. 3.1). For Presto and 

IkaO, A. dauci inoculation led to a reduction of carotenoid contents in both studied years but not 

for the resistant genotype Bolero for which carotenoid contents were higher and lower compared 

to control in the 1st and 2nd years respectively. Under water-restricted condition, for Bolero, the 

carotenoid content was reduced significantly compared to control in the 1st year but not in the 2nd 

one (Fig. 3.1). For Presto a decrease in carotenoid content was observed in the 2nd year only (Fig. 

3.1), whereas for IKaO, carotenoid content increased under water-restricted condition in the 1st 

year but not in 2nd one (Fig. 3.1).  

For the purple genotype Deep Purple, carotenoid contents were lower under all stress conditions 

compared to control only in the 1st year, whereas only A. dauci inoculation led to a decrease in 

carotenoid content in the 2nd year (Fig. 3.1).  

For the red genotype IKiR, the carotenoid variations were globally the same as described for 

Presto genotype whatever the considered condition and year (Fig. 3.1).  

No carotenoid was detected in the white IBvW genotype whatever the growing condition. Overall, 

the relative proportion of each carotenoid in each genotype was not affected by stress conditions 

(less than 8% of differences) in both years (Table S3.1, Annexe II).  

 

  



 

  



 

 

 

 

 

Fig. 3.2: Carotenoid contents in leaves. Each carotenoid content were quantified in the leaves of the six studied genotypes in 

the four growing conditions in both years. Values are the mean ± S.D. of three biological replications (n=3). * indicates a 

significant difference at 5% between total carotenoid content in stress condition and total carotenoid content in the control 

condition for a given genotype (Tukey test). W R: water-restricted; 1: 1st year; 2: 2nd year. 

 

 

 

 



 

Fig. 3.3: Metabolite contents in roots. Box plot analysis were performed on total carotenoid, total sugar, starch, ABA, SA, JA 

and IAA contents in the root and in the four growing conditions. For total carotenoid, total sugar and starch contents, values 

(n=36) are the mean ± S.D. of three biological replications (n=3) for each genotypes (n=6) in both years (n=2). For hormone 

contents, values (n=24) are the mean ± S.D. of two biological replications (n=2) for each genotypes (n=6) in both years (n=2) 

A red star indicates a significant difference at 5% between each stress condition and the control condition (Tukey test). W R: 

water-restricted; ABA: abscisic acid; SA: salicylic acid; JA: jasmonic acid; IAA: indole-3-acetic acid. 

 

 

Fig. 3.4: Person correlation performed on metabolite contents and physiological parameters quantification in roots. Only 

significant correlations at 5% were colored. ABA: abscisic acid; SA: salicylic acid; JA: jasmonic acid; IAA: indole-3-acetic acid. 
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Effect of stress on carotenoid contents in leaves  

 

In contrast with results observed for root organ, stress conditions impacted leaves carotenoid 

contents in a lesser extent (Fig. 3.2). Moreover, the impact of stress condition led to a decrease of 

less than 50% of carotenoid contents compared to control.  

For the orange genotype Bolero, combined stress condition reduced carotenoid contents in 2013 

but not in any other growing condition (Fig. 3.2). For the orange genotypes Presto and IKaO, the 

evolution of carotenoid content was the same in both studied years. In these two genotypes, the 

combination of abiotic and biotic stress led to a reduction of carotenoid contents in leaves, as A. 

dauci inoculation did but only in the 1st year (Fig. 3.2). For Presto genotype, water-restricted 

condition reduced carotenoid content in both years (Fig. 3.2).  

For Deep Purple and IBvW genotypes, all stress conditions reduced carotenoid contents in the 1st 

year only (Fig. 3.2). For the red one, water-restricted condition increased carotenoid content in 

the 1st year but not in the 2nd one (Fig. 3.2).  

However, as observed in roots, the relative proportion of each carotenoid was well conserved 

independently of the growing conditions and year (less than 5% of differences) (Table S3.2, 

Annexe II). 

 

Evolution of metabolite contents  

 

In roots, total sugars were affected by stresses similarly to total carotenoids, with a significant 

reduction due to A. dauci inoculation (p-value < 0.001) and combined stress conditions (p-value 

< 0.001) but not under water-restricted condition (p-value = 0.354) (Fig. 3.3). Actually,  -carotene and -carotene were significantly correlated together (0.97) and with total carotenoids 

(0.77 and 0.83 respectively) but also with glucose (0.75 and 0.68), fructose (0.79 and 0.76) and 

total sugars (0.72 and 0.77) but not with sucrose content (Fig. 3.4). Total sugar contents were significantly correlated with total carotenoids . , -carotene . , -carotene (0.77) but also 

with glucose (0.75), fructose (0.82) contents and, in a lesser extent, with sucrose content (0.67).  

 

Surprisingly, stress conditions did not impact starch and hormones contents in the same way (Fig. 

3.3). Starch was not impacted by stress conditions compared to control and no correlation could 

be observed between starch and carotenoid or sugar contents in root. Water-restricted and 

combined stress conditions increased significantly ABA content compared to control (p-value < 

0.032) but was not affected by A. dauci inoculation. Moreover, no correlation could be observed 

between carotenoid content and ABA content. Under A. dauci inoculation SA content was 



 

Fig. 3.5: Metabolite contents in leaves. Box plot analysis were performed on total carotenoid, total chlorophyll, total sugar, 

starch, ABA, SA and IAA contents in the leaves and in the four growing conditions. For total carotenoid, total chlorophyll and 

total sugar contents, values (n=36) are the mean ± S.D. of three biological replications (n=3) for each genotypes (n=6) in 

both years (n=2). For hormone contents, values (n=24) are the mean ± S.D. of two biological replications (n=2) for each 

genotypes (n=6) in both years (n=2). A red star indicates a significant difference at 5% between each stress condition and the 

control condition (Tukey test). W R: water-restricted; ABA: abscisic acid; SA: salicylic acid; IAA: indole-3-acetic acid. 

 

 

Fig. 3.6: Person correlation performed on metabolite contents and physiological parameters quantification in leaves. Only 

significant correlations at 5% were colored. ABA: abscisic acid; SA: salicylic acid; IAA: indole-3-acetic acid. 
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significantly higher compared to control (p-value = 0.006). Auxin and JA contents were not 

significantly affected by stress conditions compared to control. For SA, IAA and JA, no correlation 

was found.  

No correlation was also found for morphological parameters and carotenoid contents in roots 

(Fig. 3.4). However, plant and root weights were correlated between them (0.90).  

 

In leaf organs, the combined stress condition reduced significantly chlorophyll contents (p-value 

= 0.005) as observed for carotenoid content but not under individual stress conditions as 

observed for total carotenoid content (Fig. 3.5). Excepted for -carotene and 9-cis- -carotene, 

carotenoid contents were correlated with chlorophyll a, chlorophyll b and total chlorophyll 

contents (from 0.67 to 0.93) (Fig. 3.6). Neoxanthin, violaxanthin and lutein (three xanthophylls) were found to be significantly correlated. Noticeably, -carotene was not correlated with any 

other compound or trait. Moreover, chlorophyll contents were correlated between them (> 0.9).  

However, stress conditions did not impact sugar and hormone contents, except for IAA content 

which increased under combined stress condition (p-value < 0.001), and no correlation could be 

found between carotenoid or chlorophyll contents and sugars or hormones contents (Fig. 3.6). 

Surprisingly, glucose, fructose and sucrose contents were not correlated between them.  

As observed in roots, no correlation between carotenoid contents and morphological parameters 

were found (Fig. 3.6) but plant and shoot weights were well correlated (0.83).  

 

 

Discussion 

Stress conditions affect plant physiology differentially 

 

 In most cases, the water-restricted and the combined stress condition negatively impacted 

plant physiological parameters. The restriction in water supply in both years impacted 

dramatically plant morphological parameters but not under A. dauci inoculation. It could also be 

considered that the impact of combined stress condition on plant morphological parameters was 

the result of the water-restriction effect alone. This result was consistent with those obtained by 

Atkinson et al. (2011), who showed that combined drought and nematode infection negatively 

impact fruit yield ripening time and delay flowering. Surprisingly, the effect of combined stress 

condition was the same as obtained under nematode infection separately for fruit yield and 

ripening time. In contrast, the negative delay of flowering was equivalent under combined and 

drought stresses (Atkinson et al., 2011). Results from physiological response in tomato and carrot 

demonstrated the complexity of plant response to individual and combined stress conditions. 
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Nevertheless, it appeared that whatever the species, the combination of stresses impact 

drastically and negatively plant physiological responses.  

In our study, A. dauci inoculation did not impact significantly plant morphological parameters. 

However, considering A. dauci inoculation, we have shown that some symptoms were observed 

on leaves of the six carrot genotypes. Results confirmed that Bolero was resistant and Presto 

susceptible to A. dauci infection. This result is concordant to those obtained by our previous work 

(Le Clerc et al., 2009). However, under combined stress condition, symptom notation was more 

homogeneous among genotypes. Indeed, the most resistant genotypes (Bolero and IKiR) were 

more susceptible under combined stress condition which was never investigated before. This 

result could be explained by a possible interaction between the two stresses or a more important 

perturbation in plant metabolism and especially plant defense mechanism compared to A. dauci 

alone. Drought stress combined with pathogen infection was well studied. In their recent review 

Ramegowda and Senthil-Kumar (2015) demonstrated through numerous examples that plant 

could be either more resistant and more susceptible to pathogen infection under drought stress 

condition. In this second case, drought stress could cause a loss of cellular nutrients into apoplast 

which facilitates pathogen infection for example. More globally, the susceptibility could be the 

result of the incapacity of the plant to exacerbate damage caused by drought stress and obviously 

the subsequent infection by pathogen (Ramegowda and Senthil-Kumar, 2015). Till now, no data 

was available considering combined stress condition on carrot growth in culture. Considering 

results from our work, the combined stress condition impacts plant morphological parameters 

similarly to what is observed under restricted-water condition, and causes important necrosis on 

leaves whatever the resistance level of genotypes. It can be concluded that for carrot culture, 

abiotic and biotic factors need to be considered together for an optimized disease management 

and a better plant growth.  

 

Combined stress condition and A. dauci infection highly impact carotenoid contents in roots  

 

 In our work, we have shown that, in most cases, stress conditions applied in combination, 

more than individually, impact negatively carotenoid contents in carrot roots.  

Till now, no data is available considering combined abiotic and biotic stress conditions on 

carotenoid accumulation in carrot. In roots, the combined stress condition led to an important 

decrease in carotenoid contents for most genotypes and both studied years. Interestingly, the 

variations in carotenoid contents for combined stress were not intermediate between variations 

observed under individual stresses, but were globally similar to what is observed under A. dauci 

inoculation, contrary to morphological parameters. In tomato fruit, it has been shown that 

combined abiotic and biotic stress condition reduced lycopene content only in the early stage of 
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fruit development (Atkinson et al., 2011). (owever, -carotene content was not affected by 

combined stress condition which was a minor compound in tomato fruits (1/10 of total 

carotenoid content). However, in contrast to our results, it has been shown that the biotic stress 

did not impact carotenoid accumulation in tomato fruits while drought led to the same trend as 

observed under combined stress condition (Atkinson et al., 2011). From literature and our own 

results, the decrease in carotenoid content seems to be the result of one stress with a major effect, 

which can be different depending on the considered organ.  

In our work, we showed that drought stress negatively impact morphological parameters and A. 

dauci infection was the most important factor for the decrease in carotenoid content. Under 

combined stress condition, morphological parameters as well as carotenoid contents were 

negatively affected but a significant correlation was observed between morphological parameters 

and carotenoid contents in roots. Our result suggest that two independent functions of plant were 

affected by stress conditions: one is related to plant growth and biomass production and the 

second one is the mechanism related to the plant defense against A. dauci infection which could 

be the direct or indirect cause for a decrease in carotenoid content stored in roots. In this work, it 

appears that the decrease in carotenoid content would not be a part of plant resistance mechanism 

to A. Dauci. Indeed, the decrease in carotenoid content under A. dauci infection alone was globally 

the same for all genotypes while contrasted resistance levels were observed.  

 

Carotenoid content in leaves is more influenced by climatic variations 

 

In leaves, results showed that stress conditions impacted carotenoid contents depending on the 

genotype and in most cases depending on the year. Indeed, Presto and IKaO were the most 

impacted by stress conditions in both years while Bolero and IKiR were the less ones. Moreover, 

Deep Purple and IBvW presented contrasted results depending on the year. It could also be 

concluded that in leaves, no general trend could be drawn from the observed variations.  

In a previous work, we have shown that global abiotic factors negatively impacted carotenoid 

contents in leaves whatever the considered genotype (Perrin et al., 2016). In this study, 

temperatures and global ray differed greatly between the two growing periods. We have 

suggested that leaf organs could be very susceptible to climatic variations.  

In the present work, the experimentation design was performed in order to minimize global 

abiotic factors. However, the year effect observed in most cases suggests that environmental 

condition between the two years was not exactly the same. However, no significant differences in 

temperature or global ray between in the two years considering the whole cycle was observed, 

but the average and maximal temperature data were actually somehow different during August 

and September, at a critical stage of root tuberization (Fig. S3.1, Annexe II). This difference in 
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climatic parameter at a smaller time scale could explain the differences between years. From these 

two studies, it appears that carotenoid content variations in carrot leaves would be more 

influenced by global climatic factor variations more than specific stress in culture.  

 

 

Carotenoid contents and primary metabolism are affected in the same way by stress 

 

In our work, results showed that both sugar and carotenoid contents decreased under A.dauci and 

combined stress conditions in root organ. Moreover, they were positively correlated together 

whatever the studied condition and the genotype in both years. This result shows that in this 

swollen root, the two major stored metabolites are affected in the same way by the studied stress 

conditions. This suggests that a correlated mechanism for carotenoid and sugar accumulation 

exists in root, maybe in relation with the tuberization process. In tomato fruits, no correlation was 

found between lycopene content and glucose and fructose contents in response to individual and 

combined abiotic and biotic stresses (Atkinson et al., 2011). These differences suggest different 

kind of regulation between root and fruit organ for carotenoid and sugars stored contents in non-

green tissues. In fruits, like tomato, taste and color are important attribute for disseminator 

attraction but not for remobilization while, in root organ, carotenoid and sugar could be 

remobilized to source organs. These results on fruit and root organs bring to light the importance 

of the organ function for sugars content variation under biotic stress condition.  

 

In leaves, carotenoid and chlorophyll contents were well correlated whatever the genotype, the 

stress condition and the year. In a previous study, we already suggested that carotenoid and 

chlorophyll contents were regulated in the same way in carrot leaves (Perrin et al., 2016).  

Surprisingly, in this study, no correlation could be observed between chlorophylls or carotenoid 

and sugar contents. Photosynthesis metabolism therefore cannot explain differences of sugar 

content in leaves in the different growing conditions. It could be due to the role of sugar as a 

precursor for other biosynthetic pathways or as a signal molecule in plant response to 

environment (Roitsch, 1999).  

 

 

Conclusion 

 

To conclude, in this work, we have shown that combined stress condition impact highly 

carotenoid content in carrot root, but similarly to A. dauci infection alone. In contrary, contrasting 

results were observed in leaves depending on the genotype, the year and the considered stress. 
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For a better understanding of carotenoid regulation mechanism, different regulation scales could 

be investigated. During this work, the relative expression of 13 carotenoid biosynthetic genes and 

ABA2 gene was quantified in both leaves and roots but no correlation with carotenoid variation 

was found (Fig. S3.2 and S3.3, Annexe II), which shows that the regulation is not at the 

transcriptional level. Proteins, quantifications in leaves and roots, in relation with the carotenoid 

biosynthetic pathway, or chromoplast differentiation in roots, could be investigated as possible 

regulation scales to explain carotenoid variation in response to individual or combined stress 

conditions. Among critical factors, the impact of temperatures and light intensity need to be 

investigated precisely concerning carotenoid content in leaves.  
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CHAPITRE 4 

EVOLUTION DE LA TENEUR EN CAROTENOÏDES 

DANS LE XYLEME ET LE PHLOEME DE CAROTTE 

EN REPONSE AU STRESS HYDRIQUE 
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I. INTRODUCTION 

 

 Pour la filière carotte, la couleur uniforme du xylème et du phloème de la racine de carotte, représente un critère de qualité et majeur de sélection. Les études menées d une part par Baranska et al.  d autre part dans les travaux de thèse de Jourdan (2015) ont permis de mettre en évidence que la couleur de ces deux tissus était liée à l accumulation plus ou moins 
importante de caroténoïdes. Les teneurs respectives en caroténoïdes du xylème et du phloème au 

sein de la racine représentent donc un intérêt particulier dans un objectif de commercialisation, et pourtant ont fait l objet de très peu d études.  
 Actuellement, de nombreux travaux issus de la littérature indiquent des niveaux de régulation en lien avec l accumulation des caroténoïdes essentiellement basés sur le niveau de 

transcrit des gènes de la voie de biosynthèse ou bien spécifiquement sur les teneurs en protéines 

PSY. A travers les deux précédents axes de recherche de ce travail de thèse, nous avons pu mettre 

en évidence que les facteurs environnementaux seuls ou en combinaison impactent les teneurs en 

caroténoïdes de la racine. Cependant ces études ont été réalisées sur la racine de carotte entière, 

et ne permettent pas de comprendre la contribution et le fonctionnement respectif du phloème et 

du xylème, aux rôles et constitution pourtant très différents.  

 La dernière étape de ce travail de thèse vise donc à déterminer comment est régulée l accumulation différentielle des caroténoïdes dans le xylème et le phloème de la racine de carotte et de déterminer quel est l impact de stress sur leur accumulation ? Pour cela, les plantes ont été cultivées dans des conditions standards de culture ainsi qu en condition de restriction hydrique. L étude de l impact d un stress sur le xylème et le phloème de la racine de carotte représente l originalité principale de ce travail, puisque cela n a jamais été étudié. Le choix de ce stress a été 
fait du fait (i) de la fonction du xylème qui est le transport de la sève brute et dont la fonction peut 

être davantage perturbée par un manque en eau du milieu ii  de besoin professionnel d une 
meilleure gestion des apports en eau en lien avec la qualité du produit. Ce travail a été réalisé dans 

un premier temps sur un panel de 5 génotypes au couleur de racine contrasté (orange, rouge, 

violet et blanc) et les deux tissus ont été séparés sur chaque échantillon. Dans un second temps, 

des génotypes de racine bicolore ont été utilisés  

 

 La régulation tissu-spécifique de l accumulation des caroténoïdes dans la racine de carotte a été réalisée en quantifiant l expression relative des gènes de la voie de biosynthèse des 
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caroténoïdes au sein de ces deux tissus séparément. Pour aller plus loin, la quantité de protéine 

PSY, correspondant à une étape majeure de la voie de biosynthèse, a également été mesurée par immunomarquage en collaboration avec le Dr Ralf Welsch de l Université de Freiburg. Cette dernière étude a donc pour but i  de déterminer si le niveau d expression des gènes ainsi que la 
teneur en protéines peuvent expliquer les différences de teneurs en caroténoïdes entre le xylème et le phloème de la racine de carotte ii  de déterminer quel est l impact d une restriction hydrique 
sur les teneurs en caroténoïdes au sein de ces deux tissus ainsi que sur le niveau d expression des 
gènes.  
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II. CAROTENOID GENE EXPRESSION EXPLAIN DIFFERENCE OF 

CAROTENOID ACCUMULATION IN CARROT ROOT TISSUES 
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Abstract  
The carrot root is well divided into two different tissues separated by vascular cambium: the 

secondary phloem and xylem. The equilibrium between these two tissues represents an important 

issue for carrot quality but the knowledge about the respective carotenoid accumulation is sparse. 

The aim of this work was (i) to investigate if variation in carotenoid biosynthesis gene expression 

could explain differences in carotenoid content in phloem and xylem tissues and (ii) to investigate 

if this regulation is differentially modulated in the respective tissues by water-restricted growing 

conditions. In this work, five carrot genotypes contrasting by their root color were studied in 

control and water-restricted conditions. Carotenoid content and the relative expression of 13 

genes along the carotenoid biosynthesis pathway were measured in the respective tissues. Results 

showed that in orange genotypes and the purple one, carotenoid content was higher in phloem 

compared to xylem. For the red one, no differences were observed. Moreover, in control condition, 

variations in gene expression explained different carotenoid accumulation in both tissues while 

in water-restricted condition, no clear association between gene expression pattern and 

variations in carotenoid content could be detected except in orange-rooted genotypes. This work 

shows that the structural aspect of carrot root is more important for carotenoid accumulation in 

relation with gene expression levels than the consequences of expression changes upon water 

restriction. 

 

Main conclusion  

Variations in gene expression can partially explain the difference of carotenoid accumulation in 

secondary phloem and xylem of fleshy carrot roots 

 

Keywords: Daucus carota, Pigment, Phloem, Transcriptional regulation, Xylem 
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Introduction  

The over-production of secondary metabolites (shikonin, nicotine, phenylheptatriyne, 

thiarubrine A for example) from plant roots is important for human health (Flores et al. 1987). 

However, the accumulation of secondary metabolites in dedicated underground organs like 

tubers or roots still remains poorly understood. As metabolites involved in metabolic diseases 

prevention for human health and provitamin A precursors, carotenoids represent an important 

metabolic family (Bartley and Scolnik 1995). In carrot root, anthropic selection led to a 

particularly high carotenoid accumulation (Surles et al. 2004; Clotault et al. 2012). Quantitative 

analysis showed that root color depends on different carotenoid content. Orange genotypes contain mostly -carotene and -carotene, yellow genotypes contain lutein, the red ones contain 

lycopene and white genotypes contain almost no carotenoid. Among carrots with the same color, 

total carotenoid content can vary greatly (Nicolle et al. 2004; Surles et al. 2004). Carrot root is 

consumed worldwide and represents one of the most important carotenoid sources. As a carrot 

root quality attribute, carotenoid accumulation in root therefore represents a research challenge.  

Xylem and phloem are conducting tissues of vascular plant system. Xylem conducts raw sap 

(water) and phloem conducts elaborate sap (amino acids and sucrose; Zhao et al. 2005). In 

contrast to most edible plant species, carrot root is visually well separated in two parts separated 

by vascular cambium: secondary phloem (liber) which corresponds to the cortex and the 

secondary xylem (wood) which corresponds to the core. Their fleshy nature is due to massive 

development of storage parenchyma. Actually, most studies on carrot quality focus on the whole 

carrot root. However, secondary xylem and phloem represent an important selection trait for 

carrot breeders, since market demand and consumers are searching for small xylem and a uniform 

color between xylem and phloem. But till now, our knowledge about the mechanisms underlying 

the accumulation of secondary metabolites in xylem and phloem is sparse. Carrot is therefore a 

good model to study pigment accumulation in phloem and xylem, respectively. Different 

approaches were implemented in order to highlight specific carotenoid accumulation in both 

xylem and phloem of carrot root. Baranska et al. (2006) showed by Fourier transformed based 

(FT)-Raman spectroscopy that carotenoids are differentially accumulated along a cross section of 

carrot root, also depending on the considered color genotype. However, they showed that 

carotenoids are mostly accumulated in carrot phloem. The color difference between xylem and 

phloem has been shown to be under genetic control. A first study identified Y gene as the major 

gene controlling xylem and phloem color (Buishand and Gabelman 1979), in co-expression with 

isoprenoid biosynthetic genes (Iorizzo et al. 2016). Jourdan et al. (2015) showed significant 

associations between carotenoid genes SNPs and color components, specifically related to phloem 

and xylem tissues. Overall, carotenoid accumulation was shown to be controlled in a specific 

manner in carrot between xylem and phloem. Although several genetic factors have been already 
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investigated, no regulation mechanism was investigated so far focusing on carotenoid formation 

in secondary xylem and phloem of carrot root.  

The exceptional high carotenoid accumulation in cultivated carrot from wild white carrot, due to 

anthropic selection, highlights an important genotype diversity in terms of carotenoid 

accumulation mechanisms. Transcriptional regulation is a major mechanism of carotenoid 

accumulation in fruits and vegetables and specifically carrot. During root development, 

carotenoid gene expression was partially related to carotenoid accumulation with phytoene 

synthase (PSY) expression being crucial for carotenoid accumulation (Clotault et al. 2008). Maass 

et al. (2009) showed that PSY over-expression lead to an orange phenotype and a carotenoid over 

accumulation in a white genotype and suggested that PSY is the rate limited enzyme for carotenoid 

accumulation in carrots. Two other studies have shown that environmental factors (light, 

temperatures and global rays) impact carotenoid gene expression and carotenoid accumulation in carrot root and suggested a induced switch toward the -branch of the carotenoid pathway 

(Fuentes et al. 2012; Perrin et al. 2016). Since transcriptional variation was shown to be involved 

in carotenoid accumulation in carrot root, it could potentially explain differences in carotenoid 

accumulation between secondary xylem and phloem and allow new insights of conducting tissue 

operation.  

This study aims, firstly to know if carotenoid accumulation in phloem and xylem is regulated by 

carotenoid gene expression. Secondly, as water deficiency can act as a stress factor affecting root 

metabolism, the purpose is to investigate the impact of water-restricted condition on carotenoid 

accumulation in xylem and phloem and to determine if gene expression regulation is differentially 

or in the same way modulated in these respective tissues. Five carrot genotypes contrasting by 

their overall root color and more specifically their xylem and phloem color intensity were studied 

in standard and water-restricted conditions. The carotenoid content and the relative expression 

of a set of 13 genes along the carotenoid biosynthesis pathway were measured in the respective 

tissues.  

 

 

Materiel and methods  

Biological material and experimental design  

Five genotypes contrasted by their root color have been studied: the two varieties Bolero (orange) 

and Deep Purple (purple), supplied by Vilmorin and Bejo seed companies, respectively, and 3 

inbred lines derived from Karotan (IKaO, orange), Kintoki (IKiR, red) and Blanche des Vosges 
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)BvW, white , supplied by the Center of biological resources Carrot and other Apaiceae  at 
Agrocampus Ouest IRHS. Plants were grown under a semi-controlled environment in tunnels in 

three biological replications during two consecutive years (2013 and 2014) at Agrocampus-Ouest 

(IRHS-Angers, France) in standard growing conditions. In order to create a water-restricted 

condition for carrot growth, genotypes were also grown in 2014 under hydric restriction (soil 

potential of Pf = 3.5). The soil potential was monitored using steering electronics module 

(Watermark), a central of acquisition (Tensiomanager) and tensiometric probes (Watermark). 

The hydric restriction resulted in a significant reduction (20-50%) of shoot, root and whole plant 

biomass compared to standard condition which highlights the negative effect of this condition. 

For each sample (genotype, biological replication and year), a bulk of 10 roots has been harvested 

and pooled. The secondary xylem has been manually separated from the secondary phloem, and 

both tissues were finely grinded to powder in liquid nitrogen and stored at -80°C.  

 

Carotenoid analysis  

Carotenoid extraction and quantification from root xylem and phloem were performed as 

described in Perrin et al. (2016). Carotenoid detection and quantification were carried out using 

a Shimadzu HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto Japan) equipped with a thermostated 

autosampler (SIL-10AD VP), a diode array detector (SPD-M10A VP) and carotenoids were 

separated along an YMC C30 column (YMC, Kyoto Japan; 150 x 4.6; 3µm). For carotenoid analyses, 

the elution program had the following proportions of solvent A [methanol/acetonitrile/water 

84/14/2 (by vol.) including 0,1 % of 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (w/v) and triethylamine 

(v/v)] and solvent B (dichloromethane): 0-12 min, 80-45%; 12-14 min, 45-10%; 14-17 min, 10-

80%; 17-23 min, 80%.  

Carotenoid compounds were identified and quantified as in de Rosso and Mercadante (2007) and 

Jourdan et al. (2015). Data represent the mean of three assays per sample, and carotenoids are 

expressed as mg per 100 g of dry matter (DM).  

 

Gene expression analysis 

Total RNA were extracted using the NucleoSpin® RNA Plant kit (Macherey-Nagel, Düren, 

Germany , with slight modifications in the supplier s specifications described in Perrin et al. 

2016). Retro-transcription was performed using MLV-Reverse transcriptase (Promega, USA) and 

oligo(dT)15 (Promega, USA). The absence of gDNA contamination was checked by PCR by using EF  primers bordering an intron to discriminate the size of the amplicons.  



 

 

 

 

Fig 4.1: Carotenoid biosynthesis pathway. Only studied genes are represented. GGPPS: geranylgeranyl pyrophosphate, PSY: 

ph toe e s thase, PDS: ph toe e desatu ase, PTOX: plastid te i al o idase, LCYE: l ope e ε- lase, LCYB: l ope e β-

lase, CHXB: a ote e ε-hydroxilase, ZEP: zeaxanthin epoxidase, NCED: 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase, ABA: abscissic 

acid (adapted from Perrin et al. 2016) 
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Quantitative real-time PCR was performed by using GoTaq® qPCR Master Mix 1X (Promega, USA), 

0.3 µM of each primer, 2.5 µg of cDNA, and sterile water in a final volume of 10 µL. The thermal 

cycling conditions (CFX384 Touch Real-Time PCR, BioRad, USA) were the following: pre-

incubation at 95°C for 10 min, 15 s at 95° and 1 min at 60°C for 40 cycles. Relative gene expression 

was calculated using the E-Ct method (efficiency-Ct) with Ct (threshold cycle) being the 

difference between firstly three Ct from three biological replications in phloem and the mean of 

Ct of three biological replications in xylem (phloem/xylem) and the Ct from three biological 

replications of hydric restriction condition and the mean of Ct of three biological replications in 

control condition secondly (hydric restriction/control) (Pfaffl 2001). The data were normalized 

by using the housekeeping genes actin and tubulin . PCR efficiency was determined by a range of 

5 points (a cascade dilution ¼ of total cDNA) (BioRad CFX Manager software). Negative controls 

were prepared by replacing cDNA by sterile water.  

Eight genes from the carotenoid biosynthesis pathway (GGPPS, PSY1, PSY2, PDS, LCYE, LCYB1, 

LCYB2, CHXB1 and ZEP), one gene associated with PDS activity (PTOX , Josse et al. 2000), which all 

represent genes involved in carotenoid synthesis, and three genes from the apocarotenoid 

pathway (NCED1, NCED2 and NCED3) representing genes involved in carotenoid cleavage and 

ABA formation, have been investigated. All genes, except LCYB1 and LCYB2 (therefore mentioned 

as LCYB thereafter), were amplified specifically. The relative position of these genes in the 

biosynthetic pathway is shown in the Fig 4.1. Gene expression was quantified in samples from 

both standard and hydric restriction conditions. Relative gene expressions were calculated for 

phloem/xylem and were represented by heatmap and hierarchical clustering analysis was also 

performed in order to highlight possible common expression patterns. 

 

Immunoblot analysis 

Proteins were extracted from carrot roots with phenol as described in Welsch et al. (2007). After 

SDS- PAGE, blotting onto polyvinylidene fluoride membranes (Carl Roth), and treatment with 

blocking solution (TBS containing 5%[w/v] milk powder), membranes were incubated with 

antibodies in PBS containing 0.1% (v/v) Tween 20 and 1% (w/v) milk powder. For detection, the 

ECL system (GE Healthcare) was used. Monoclonal antibodies against PSY were obtained from 

Abmart (Shanghai, China) and used in a final concentration of 12 µg mL-1. After inactivation of 

peroxidase (Sennepin et al. 2009) blots were reprobed with anti-actin antibodies (Sigma-Aldrich). 

 

 



 

Fig. 4.2: Carotenoid content in xylem and phloem tissues. Carotenoid content (mg/100g DM) in carrot xylem in 2013 (white 

square) and in 2014 (white striped square), in carrot phloem in 2013 (grey square) and in 2014 (grey striped square) for each 

genotype. Values are the mean ± S.D. of three biological replications (n=3). * indicates a significant difference at 5% level 

between phloem and xylem for a given compound and each year (Tukey test). DM: dry matter 

 

 

Fig. 4.3: Impact of water-restricted condition on carotenoid content in xylem and phloem tissues. Carotenoid content 

(mg/100g DM) in carrot xylem in control condition (white square) and in hydric restriction (white striped square), in carrot 

phloem in control condition (grey square) and in restriction condition (grey striped square) for each genotype. Values are the 

mean ± S.D. of three biological replications (n=3). * indicates a significant difference at 5% level between control and hydric 

restriction condition for a given compound and each genotype (Tukey test). DM: dry matter  
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Statistical analysis 

Statistical analyses were performed by using R version 3.1.0 program. Differences were analyzed 

by an ANOVA test followed by a Tukey test for pigment contents. Variance analyses were 

performed by an ANOVA test on three biological replications (n=3). Clustering of gene expression 

was done with Ward method on Euclidian distances.  

 

 

Results  

Carotenoid accumulation in secondary phloem and xylem  )n both orange genotypes, the main carotenoids were -carotene, then -carotene, and in a lesser 

extend lutein. In the purple genotype, the main carotenoid was lutein but the carotenoid content 

was much lower compared to all other studied genotypes. The purple color was due to the high 

levels of anthocyanins (Nicolle et al. 2004; Surles et al. 2004). In the red one, lycopene was mainly accumulated, then -carotene. A similar relative composition between compounds was found in 

both secondary phloem and xylem for all genotypes but with different content level (Fig 4.2). In 

phloem of orange genotypes, total carotenoids including -carotene and -carotene were 

significantly more accumulated in phloem compared to xylem. In contrast, there was no difference 

for lutein in harvests of both years. In the phloem of the purple genotype, all carotenoids were 

significantly more accumulated compared to xylem in both years. In the red genotype, no 

difference between pigment accumulations in both tissues was observed (Fig 4.2). 

In order to evaluate if the respective carotenoid accumulation in carrot xylem and phloem is 

modified by the environment, plants were also grown under hydric restriction conditions. In both 

orange genotypes, only carotenoid content in xylem was affected by the water-restricted conditions. Total carotenoid and -carotene contents in xylem were higher under hydric restriction compared to control, whereas -carotene content was not affected in Bolero but higher 

in xylem of inbred IKaO under restriction condition (Fig 4.3). Carotenoid contents were largely 

affected by hydric restriction condition in both xylem and phloem of the purple genotype, with a 

significant increase, except for lutein in phloem (Fig 4.3). Contrary to the other genotypes, an 

increase of carotenoid content was observed only in the phloem of the red genotype (Fig 4.3).  

  



 

 

 

 

 

Fig. 4.4: Heatmap of relative carotenogenesis gene expression (in log2) in the five studied genotypes in 2013 (a) and in 2014 

(b). A blue color represents an under-expression and a red color an over-expression of the gene in phloem relative to xylem. 

A more intense color corresponds to a higher level of expression difference. Clustering of gene expression was done with 

Ward method on Euclidian distances. GGPPS, geranyl geranyl pyrophosphate synthase; PSY, phytoene synthase; PDS, 

ph toe e desatu ase; LCYB, l ope e β- lase; LCYE, l ope e ε-cyclase; ZEP, zeaxanthin epoxidase; NCED, 9-cis-

epoxycarotenoid dioxygenase; PTOX, plastid terminal oxidase; CHXB, carotene ε-hydroxylase. 1,2 and 3 represent the three 

biological replications 
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Gene expression in secondary phloem and xylem  

In standard conditions, genes from the carotenoid biosynthesis pathway were globally more 

expressed (GGPPS, PSY1, PSY2, PDS, PTOX, LCYB, LCYE, CHXB1, NCED1, NCED3 and ZEP) in phloem 

compared to xylem for all genotypes and both years (Fig. 4.4a and 4.4b). In contrast, no general 

trend could be observed for relative expressions of genes involved in apocarotenoid synthesis. 

The cluster analysis of carotenoid biosynthesis gene expression showed that GGPPS, PSY1, PDS, 

PTOX and LCYE were grouped in the cluster 1 while CHXB1, ZEP, NCED1, NCED2 and NCED3 were 

grouped in the cluster 2 in 2013 (Fig. 4.4a) and 2014 (Fig. 4.4b). Only PSY2 and LCYB and were 

not grouped in the same cluster in both years. 

In phloem of the orange genotype Bolero, carotenoid gene expressions were higher compared to 

xylem in both years along the biosynthetic pathway (Fig.4.4a and 4.4b). Comparing both studied 

years, genes were differentially expressed for the orange genotype IKaO. In phloem of the harvest 

2013, expression levels of PSY1, PSY2, PDS, LCYE, LCYB, CHXB1, ZEP and NCED3 (Fig. 4.4a) did not 

differ between phloem and xylem but in 2014, all genes were higher expressed in the phloem 

compared to the xylem (Fig. 4.4b). In this genotype for both years, GGPPS, PTOX, NCED1 and 

NCED2 were more expressed in phloem compared to xylem. For Deep Purple, the relative gene 

expression based on only one year was globally higher in the phloem tissue compared to the xylem 

one, as 9 genes out of 12 (GGPPS, PSY1, PSY2, PDS, PTOX, LCYB, LCYE, CHXB1 and ZEP) were 

overexpressed (two biological replications out of three) (Fig.4.4b). In the phloem of the red 

genotype, relative gene expression levels from enzymes positioned in the beginning of the 

biosynthetic pathway (GGPPS, PDS and its associated gene PTOX) were higher compared to the 

xylem in both years. However, relative genes expression levels from enzymes downstream to the 

synthesis of lycopene, LCYE, CHXB1, ZEP, NCED1, NCED2 and NCED3, were conflicting between 

both studied years (Fig. 4.4a and 4.4b). In the phloem of the white genotype gene expression was 

globally higher compared to the xylem, except for PSY2, ZEP, NCED2 and NCED3 genes which 

expression was either lower or higher depending on the year.  

 

In order to investigate the impact of water restriction condition on gene expression, the relative 

expression was studied in water restriction versus control samples for all genotypes in xylem and 

phloem (Fig. 4.5). Grouped in cluster 1, GGPPS but more significantly NCED1 and NCED2 genes had 

their expression mostly affected, positively or negatively, for all genotypes and both tissues under 

water restriction compared to control. The cluster 2 regrouped all other genes which were 

globally less affected by water-restricted condition. Remarkably, PSY2 and CHXB1 exhibited a 
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different pattern from other cluster 2 genes and cluster 1 genes, as shown by the cluster 

branching, as only the relative expression of PSY2 and CHXB1 were globally higher under hydric 

restriction compared to control for all genotypes.  

 

In xylem of orange genotypes under hydric restriction condition, gene expression levels were 

globally higher compared to the control. However, in phloem, contrasted results were observed 

for both orange genotypes under hydric restriction: gene expressions were globally lower for 

Bolero but not differentially expressed for IKaO compared to control (Fig. 4.5). In phloem of the 

purple genotype, carotenoid biosynthesis gene expression was globally higher under hydric 

restriction condition compared to control whereas lower in xylem tissue (Fig. 4.5). In both tissues 

of the red genotype, genes were globally not differentially expressed (Fig. 4.5). In xylem of the 

white genotype under hydric restriction, gene expression was higher whereas no general trend 

could be observed in the phloem tissue (Fig. 4.5).  

 

PSY protein levels in xylem and phloem 

In order to correlate gene expression and carotenoid levels with PSY protein levels, PSY was 

analyzed by immunoblotting in both xylem and phloem tissues from the controls of the five 

studied genotypes (Fig. 4.6). Accordingly, the two cultivars with high levels of - and -carotene 

included in this study, Bolero and IKaO, showed similarly high PSY protein levels and the two 

cultivars with low carotenoid levels, Deep Purple and IBvW had no or low PSY protein levels, 

respectively. Surprisingly, however, in the red-colored cultivar IKiR which accumulated similarly 

high carotenoid levels as Bolero and IKaO, PSY levels were low.  

 

 

Discussion  

Phloem as a carotenoid accumulating tissue  

In this work, carotenoid quantification in both phloem and xylem was performed on a panel of 

five carrot genotypes with different root color and thus carotenoid contents. Our results showed 

that in both orange genotypes and the purple one, carotenoids were mainly accumulated in 

phloem. A previous study based on one orange genotype only (cv. Imperator) showed that total 

carotenoid content was higher in phloem compared to xylem with an average ratio phloem/xylem 

of 2 (Phan and Hsu 1973) which is in accordance with our results based on a larger color panel. 
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These results are also concordant with FT-Raman profiles obtained by Baranska et al. (2006) who showed that - carotene and -carotene were highly detected in the secondary phloem compared 

to secondary xylem in orange and purple genotypes. This higher carotenoid amount in phloem 

compared to xylem could be related to microscopic analysis performed by Kim et al. (2010) who 

observed that carotenoid crystal forms are mostly present in chromoplasts of phloem compared 

to xylem, suggesting a different kind of cell organization. Similarly, Maass et al. (2009) showed 

that overexpression of PSY led to increased carotenoid synthesis to levels sufficiently high to form crystalline -carotene. The higher carotenoid levels in phloem versus xylem correlated with 

higher relative expression of carotenoid biosynthesis genes in the orange genotypes and 

particularly Bolero. In the orange genotype IKaO, a few genes were overexpressed in phloem in 

2013 but all in 2014 whereas the carotenoid content was similarly significantly higher compared 

to xylem. This result suggests that IKaO could more susceptible to agroclimatic variation and 

environmental interaction at the transcriptional scale compared to Bolero.  

This suggests that carotenoid amounts in xylem and phloem in orange genotypes is primarily 

controlled by overall abundance of transcripts of carotenogenic genes. In a previous study, PSY 

protein levels were shown to correlate with low and high carotenoid amounts in roots of four other carrot cultivars, the two white cultivars Queen Anne s Lace and Kuttinger and the orange 
cultivars Chantenay Red Cored and Nantaise, respectively (Maass et al. 2009). Suprisingly, in the 

present study, PSY protein levels were similarly high, at least in xylem and phloem of Bolero and 

IKaO, while carotenoids levels in xylem were about half as those in the phloem. PSY catalyzes the 

rate-limiting step of carotenoid biosynthesis and determines also carotenoid levels in carrots 

(Maass et al. 2009), thus suggesting similar pathway flux in both tissues. The reduction in 

carotenoid content in xylem might be due to increased oxidative destruction of carotenoids 

caused by a reduced abundance of ROS scavening systems, e.g. through phenolic comnpounds 

which were shown to be by far lower in xylem compared to phloem (Zhang and Hamauzu 2004).  

In our work, we observed no difference in carotenoid content between phloem and xylem for IKiR, 

whereas those obtained by Baranska et al. (2006) for Penipat Special  genotype showed that 
lycopene was mainly accumulated in secondary phloem. In contrast, the results for orange or 

purple genotypes, considering carotenoid content in both phloem and xylem were concordant 

with those of Baranska et al. (2011) and Phan et al. (1973). Altogether, the data suggest that no 

general trend for carotenoid accumulation in red genotypes in secondary phloem and xylem could 

be drawn. In our study, the gene expression in phloem of the red genotype was higher compared 

to xylem whereas no difference in carotenoid content was oberved. Till now, few data are available 

about carotenoid and especially lycopene regulation mechanism in red carrot root genotypes. 

Clotault et al. (2008) showed that relative expression of carotenoid biosynthesis genes in the red 
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genotype Nutrired  was different compared to orange and yellow genotypes and could partially 
explain in whole root the higher lycopene accumulation. In our work, the expression of genes 

encoding enzymes involved in the synthesis of lycopene were higher in phloem compared to 

xylem in both years (PSY2, PDS and PTOX) but those genes encoding enzymes metabolizing 

lycopene (LCYE, ZEP, NCED2 and NCED3) were conflicting between both studied years. 

Carotenoid distribution in xylem and phloem of the red genotype and relative gene expression 

were therefore not associated and suggest that (i) lycopene downstream genes expression may 

be not directly or indirectly (feed back regulation) the regulation step for lycopene accumulation 

in carrot root (ii) lycopene upstream gene expression is not the main regulation scale to explain 

lycopene accumulation in secondary phloem and xylem of red root genotypes.  

In the white genotype, no carotenoid was accumulated but transcripts were present. During carrot 

root development (Clotault et al. 2008) and in response to environmental contrains (Perrin et al. 

2016) relative expression of carotenoid biosynthesis genes was not different compared to all 

other colored genotypes. In our work, we showed that carotenoid gene expression were globally 

higher in phloem compared to xylem in both years. This result demonstrates that independently 

from the root color, the pattern of carotenoid gene expression found in whole root mirrors that in 

different root tissues. This confirms that in carrot root, there is a specific pattern of phloem as an 

metabolite accumulating tissue compared to xylem. This conclusion is concordant with previous 

works of Kim et al. (2010) who observered difference in crystal formation between secondary 

xylem and phloem of carrot root.  

 In this work, we showed therefore that in high accumulating genotypes, the carotenoid 

gene expression pattern explains a more important carotenoid accumulation in the phloem 

compared to the xylem mainly for orange genotypes but not for the red one. 

 Considering the clustering based on relative gene expression in phloem compared to 

xylem in standard condition, upstream carotenoid biosynthesis genes GGPPS, PSY1, PDS, and PTOX 

were grouped in the same cluster in both studied years 2013 and 2014. The second cluster was 

formed by downstream genes ZEP, NCED1, NCED2 and NCED3. This interesting result 

demonstrates that a conserved pattern of expression for carotenoid accumulation in phloem and 

xylem exist. The first group formed by upstream genes were shown to be important for carotenoid 

synthesis in carrot as demonstrated for GGPPS, which is an important key precursor gene for 

hormone (gibberellin, ABA and strigolactone) (Cazzonelli and Pogson 2010) or secondary 

metabolites synthesis (tocopherols, quinones, carotenoid and apocarotenoid) (Ruiz-Sola et al. 

2014) or PSY (Clotault et al. 2008; Maass et al. 2009; Jourdan et al. 2015). Interestingly, PDS and 

PTOX were grouped into the same cluster which confirmed at a transcriptional scale their 

associated role in carotenoid desaturation (Josse et al. 2000). The second cluster was formed by 
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ZEP and NCED genes showing the same common expression pattern in phloem and xylem. These 

genes are involved in ABA synthesis. ZEP and NCED family genes were expressed in a convergent 

and maybe in a synergic way. According to literature and the present work, we propose the 

existence of common promoting elements in the nucleotide sequence but more investigations are 

needed in this regard. 

 

An evidence for carotenoid metabolism in both xylem and phloem 

In our work, we showed that transcripts of the carotenoid biosynthetic genes were present in both 

phloem and xylem. Moreover results from immunoblot analysis revealed the presence of PSY 

protein in both xylem and phloem. These results show that an active carotenoid metabolism and 

biosynthesis exist in these two tissues, even in the xylem which was never highlighted before. In 

the purple genotype, the absence of PSY protein signal could be related to the carotenoid content 

in this genotype which was very low compared to other colored genotypes. This result is 

concordant whith those observered for the white genotype. In contrast, the low level of PSY in 

red-colored carrots is very surprising as pathway flux is considered to be as high as in the orange-

colored cultivars. As a monoclonal anti-PSY antibody was used it is possible that single anmino 

acid changes in the epitope sequence present in PSY of the red-colored cultivar might have 

prohibited antibody binding. Accordingly, these results need to be treated with caution and needs 

additional information from PSY cDNA sequence information. 

 

Effect of hydric restriction on xylem phloem differences 

 In our previous study, which was based on 5 carrot genotypes contrasted by their root 

color, we showed that environmental factors impact carotenoid accumulation in whole carrot root 

but with a genotype-dependent effect (Perrin et al. 2016). In red beet, a hydric restriction 

condition led to a higher level of pigment (betacyanin and betaxanthin) and total phenolic 

contents (Stagnari et al. 2014) as observed for lycopene and -carotene contents in tomato fruits 

(Favati et al. 2009). This increase in pigment content could be linked to their role as antioxidant 

which was largely demonstrated to be involved in response to stress condition in plants. To date, 

few data regarding the differential effect of hydric stress on metabolite accumulation in phloem 

and/or xylem are available. It has been shown that proline concentration increased in Alfalfa 

phloem sap (Girousse et al. 1996) and abscisic acid levels in white lupin phloem was higher under 

hydric stress condition (Hoad 1978).  
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 Abiotic stress conditions like water or salt stress are known to induce increased synthesis 

of ABA primarily in the organ which perceives changes in water potential, the root. While there 

are plenty of data on perception and response in hairy root systems, response towards abiotic 

stress conditions are scarce for taproots like carrots. Moreover, many taxa forming hairy roots 

with low carotenoid levels show increased levels of PSY upon salt and drought stress which is 

thought to supply sufficient xanthophyll substrate amounts to allow ABA formation, e.g. in 

Arabidopsis and rice (Welsch et al. 2008; Ruiz-Sola et al. 2014). However, an interesting question 

is how carotenoid biosynthesis responds to hydric stress in taproots, especially in orange carrots 

in which ABA substrate levels should not be considered as limiting considering the high levels of 

xanthophylls precursor.  

Our present results show that hydric restriction condition impacts carotenoid accumulation 

independently from a high carotenoid content in orange and red carrot varieties, but differentially 

depending on the tissue type and the genotype. Under hydric restriction condition, three different 

profiles can be highlighted: (i) carotenoid contents are higher compared to control in xylem tissue 

only (orange genotypes), (ii) carotenoid contents are higher in both phloem and xylem (purple 

genotype), (iii) carotenoid content is higher in phloem tissue only (red genotype). Again, the red 

genotype exhibits a specific pattern. Our results showed therefore that environmental factors 

could impact pigments or more largely metabolites accumulation in specific tissues such as 

phloem and xylem.  

 At the transcriptional scale, the differences between growth conditions are more 

attenuated than between phloem and xylem under standard condition. An association between 

carotenoid accumulation and gene expression patterns could be detected for the orange 

genotypes only. The difference of gene expression between xylem and phloem under hydric 

restriction can explain the higher level of carotenoid content in xylem. In our study, PSY2 and 

NCED3 relative expressions were globally higher under hydric restriction compared to the 

control. In rice (Welsch et al. 2008) and in Poaceae (Li et al. 2008) a phytoene synthase was shown 

to be induced under abiotic stresses. In Nicotiana plumbaginifolia (Qin and Zeevaart 2002) or 

Arabidopsis thaliana (Iuchi et al. 2001) NCED genes were shown to be involved in abiotic stresses 

tolerance. Moreover, expression of NCED3 (promoter::GUS in Arabidopsis thaliana) were shown 

to be located in root, vascular tissues, base of lateral roots and cortex cells (Tan et al. 2003) which 

is in accordance with our results, suggesting that NCED gene expression pattern and location could 

be common in numerous plant species. Our results considering PSY2 and NCED3 expressions 

highlight the potential implication of these genes in response to environment in secondary tissues 

of underground organs. Considering the clustering analyse from gene expression pattern in the 

hydric restriction condition compared to the standard one, it was shown that the two clusters 
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were not the same as found for the comparison of secondary phloem and xylem. This may be due 

to the water-restricted condition which led to lower variations in carotenoid content compared 

to the difference in carotenoid between phloem and xylem. The most part of genes was not 

differentially expressed between the two conditions. It is therefore difficult to highlight 

hypothesis about carotenoid accumulation mechanism along the biosynthetic pathway in phloem 

and xylem tissues in response to hydric restriction condition.  

Our results showed therefore that structural aspect of carrot root was more important for 

carotenoid accumulation related to carotenogenesis gene expressions compared to the impact of 

a water-restricted condition. This suggest that the mechanisms underliyng carotenoid 

accumulation in carrot root in strandard condition is simpler compared to the influence of 

environmental variations which could involved other synergic/antagonist pathways passing 

throught many signaling pathways.  

 

 

Conclusion  

Our work demonstrated that carotenoids are diffentially accumulated in phloem and xylem carrot 

root depending on the genotype. This difference in carotenoid content in specific tissues could be 

associated under conditions with carotenoid biosynthesis gene expression patterns. The 

association was particularly obvious for the orange genotypes both in standard and water-

restricted conditions. Moreover, immunoblot analysis of PSY in both xylem and phloem revealed 

that carotenoid biosynthesis exists in both tissues. The abundance and/or activity of PSY partially 

explained differences in total carotenoid levels observed in the different genotypes. These results 

aid in a better understanding of carotenoid accumulation in specific tissues which is an important 

breeding trait in fruit and root organs, and underlines a genotype-dependent effect of the 

environment. The comparison with other stress conditions and structural analyses would be 

needed to allow a more in-depth understanding of the contribution of the respective tissues in 

stress response.  
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III. PERPECTIVES DE RECHERCHE : ETUDE DE GENOTYPES 

BICOLORES  

 

 III.1. Objectif et matériel végétal utilisé pour l’étude  

 

 Dans l étude précédente, nous avons pu voir que dans des conditions de culture standard, le niveau d expression des gènes pouvait être lié aux différences de teneurs en caroténoïdes dans 
le xylème et phloème de racines de carotte. Les faibles variations de teneurs en caroténoïdes 

observées en condition de restriction hydrique par rapport au témoin ne pouvaient cependant pas s expliquer facilement par le niveau d expression des gènes. Pour aller plus loin dans l explication des mécanismes de régulation de l accumulation des caroténoïdes dans le xylème et le phloème de la racine de carotte, l étude de mutants affectés spécifiquement dans l accumulation des caroténoïdes dans l un ou l autre de ces tissus est une piste d étude intéressante. En effet obtenir des mutants n accumulant des caroténoïdes que dans l un des tissus ou bien des caroténoïdes différents pourrait permettre d apporter des éléments pertinents en réponse à une 
régulation tissu-spécifique possible de l accumulation de ces pigments. Cependant l obtention de 
tels mutants est relativement complexe et peut mettre plusieurs années avant leur obtention. N ayant pas de telles ressources disponibles, il était par contre possible de rechercher dans la 
diversité génétique existante des génotypes montrant un phénotype très contrasté du point de vue de la couleur du xylème et du phloème. Au sein d un essai regroupant une grande partie de la 

diversité existante, trois génotypes en particulier ont été retenus : Nunhems89845 (phloème 

rouge clair et un xylème jaune), Rainbow (phloème jaune et un xylème blanc) et Purple Elite 

(phloème violet et xylème jaune) (figure 4.7).  A partir de ces génotypes, l objectif est de déterminer quel était le niveau d accumulation des 
caroténoïdes dans le xylème et phloème de racine de carotte présentant une forte différence de 

couleur.  

 

 III.2. Résultats & Perspectives 

 

 Les résultats obtenus à partir de la quantification des caroténoïdes montrent que les 

teneurs sont nettement supérieures dans le phloème par rapport au xylème où les teneurs sont quasi nulles pour l ensemble des génotypes. Plus précisément, pour le génotype Nunhems , 
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les teneurs en lycopène et -carotène dans le phloème sont de 12 et 4 mg.100g-1 de MF 

respectivement. Dans le xylème elles ne sont que de 2 et 1 mg.100g-1 de MF (figure 4.7). Pour le 

génotype Rainbow, un seul caroténoïde est majoritairement représenté. En effet dans le phloème la teneur en -carotène est de 4 mg.100g-1 de MF alors que la teneur en -carotène est inférieure 

à 1 mg.100g-1 de MF. Dans le xylème la teneur en -carotène est inférieure à 1 mg.100g-1 de MF et l -carotène n est pas présent dans ce tissu (figure 4.7). Pour le génotype Purple Elite, la teneur en 

-carotène est de 4 mg.100g-1 de MF, en -carotène de 1 mg.100g-1 de MF et en lutéine de 1,5 

mg.100g-1 de MF dans le phloème. Dans le xylème les teneurs en -carotène, en -carotène et en 

lutéine sont inférieures à 1 mg.100g-1 de MF (figure 4.7).  

 

 Ces différences de profils sont donc intéressantes et concordantes avec notre premier 

objectif qui était de rechercher, dans les ressources génétiques de carotte déjà existante, des 

génotypes présentant des teneurs en caroténoïdes très contrastées entre le xylème et le phloème.  Dans l objectif de mieux comprendre la régulation de l accumulation des caroténoïdes dans le 

xylème et le phloème de la racine de carotte, il serait maintenant intéressant de déterminer le niveau d expression des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes. Au-delà du niveau d expression des gènes qui pourra être mesuré relativement facilement ainsi que les teneurs en protéines PSY, d autres analyses et études pourraient être envisagées : teneurs des protéines tout 

au long de la voie de biosynthèse, réponse au stress oxydatif, régulation par les microARN ou 

transposons par exemple.  
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I. LA RACINE : UN MODELE ORIGINAL ET MECONNU POUR 

L’ACCUMULATION DES CAROTENOÏDES 

 

I.1. Une accumulation qui se déroule tout au long du cycle de développement  

 

 La racine de carotte, organe non chlorophyllien, constitue un modèle intéressant d étude pour l accumulation des caroténoïdes. En effet, si l accumulation des caroténoïdes dans les fruits 

se fait en quelques jours, et peut être caractérisée par un mécanisme de type switch on/off, elle 

augmente progressivement dans la racine de carotte pendant le cycle de développement. Dans les 

différents axes abordés dans ce travail de thèse, les échantillons de carotte ont été récoltés à maturité biochimique, c est-à-dire lorsque l accumulation des caroténoïdes dans la racine a atteint 
son maximum. Cependant, dans la racine, certains stades du développement peuvent être déterminants pour l accumulation des caroténoïdes. Par exemple, le développement des premières feuilles peut avoir un impact dès le début de la tubérisation pour l accumulation des 
réserves. On peut également se demander si des variations de facteurs environnementaux n entrainent pas des modifications métaboliques irréversibles lorsqu ils ont lieu à des moments 
clés du développement de la racine.  

 A travers ce travail de thèse, il ressort des éléments importants pouvant aller dans ce sens. Dans le deuxième axe de recherche, l inoculation par l agent pathogène A. dauci a été réalisée au début de la tubérisation  semaines après semis  et l effet du stress a été relativement fort tout 
au long du développement de la carotte et donc celui de la racine par rapport à la condition 

contrôle. Dans cette même étude, la restriction hydrique a été appliquée 9 semaines après semis, stade supposé de début de la tubérisation et donc de l accumulation des caroténoïdes, et l effet 
était relativement fort par rapport à la condition contrôle.  

Or, les effets de l inoculation par A. dauci et des stress combinés ne dépendent pas de l année et entrainent une forte diminution des teneurs en caroténoïdes, alors qu un fort effet année est 
observé dans le cas de la condition de restriction hydrique. Pour expliquer cet effet année, nous 

avons regardé les données des températures journalières pendant les deux années. Il apparait que, sur l ensemble du cycle, les différences entre les deux années ne sont pas significatives. 
Cependant des différences peuvent être observées pendant de courtes périodes. Par exemple en 

août 2013, les températures moyenne et maximale journalières sont supérieures à celles de 2014. L effet inverse est observé pour le mois de septembre. Cela permet de mettre en avant deux 
hypothèses majeures : (i) le stress biotique impacte de façon importante les teneurs en 

caroténoïdes dans la racine quelles que soient les variations agroclimatiques, (ii) il y aurait une 

interaction sur le court terme (semaine) entre les variations de températures et la restriction 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5.1 : Impact sur le rendement final d’u e est iction hydrique appliquée à différents stades du développement chez 

l’oig o  (Moreau 1996). 
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hydrique appliquée. Cette deuxième hypothèse suggère donc bien, en lien avec nos résultats, que 

« l image métabolique » de la racine de carotte à maturité pourrait être la conséquence d évènements successifs variations de l environnement  pouvant intervenir à différents stades au cours du développement. Chez la tomate, par exemple, il a été montré que la combinaison d un 
stress biotique et abiotique entrainait une diminution des teneurs en lycopène dans un jeune fruit 

mais pas dans les fruits matures (Atkinson et al., 2011). A notre connaissance, peu de données sont disponibles quant à l effet de stress sur l accumulation de métabolites à différents stades de 
développement de la plante. Or certains stades peuvent être critiques par rapport à la réponse au stress. )l a été montré chez l oignon qu une restriction hydrique impactait fortement les rendements lorsqu elle était appliquée en début de bulbaison mais pas au stade /  feuilles et au 
stade de pleine bulbaison (figure 5.1) (Moreau, 1996). L effet génotype observé est plus difficile à expliquer. )l pourrait s expliquer par la durée du cycle, c est-à-dire par le fait que certains génotypes soient plus précoces ou plus tardifs que d autres. Par 
exemple, Presto est un génotype précoce. On pourrait donc penser qu il subit moins les effets d un 
stress tandis que Boléro, qui est un génotype dont le cycle de développement est plus long pourrait 

plus subir un stress. Si cette hypothèse était vérifiée, alors il y aurait là encore un élément 

suggérant un lien étroit entre les interactions possibles des facteurs agroclimatiques entre eux et 

le stade de développement de la racine.  

 

 La possibilité de tels évènements critiques pour l élaboration de la qualité et donc des 
teneurs en caroténoïdes dans la racine de carotte permettrait de mieux comprendre pourquoi il 

est si difficile de réaliser un schéma général quel que soit le type de variation environnementale considérée et quel que soit le génotype. )l serait donc intéressant de déterminer quel est l impact 
de facteurs environnementaux sur les teneurs en caroténoïdes tout au long du développement de la racine de carotte. Pour cela, il pourrait être intéressant i  d appliquer un stress tout au long du 
développement puis de réaliser des prélèvements à des stades spécifiques du développement 

(figure 5.2) ou bien, ii  d appliquer un stress a des moments précis du cycle et de réaliser les 
prélèvements à maturité (figure 5.3). Ces deux études complémentaires permettraient dans un 

premier temps de déterminer des stades du développement qui seraient plus sensibles aux stress et d autre part de déterminer si des stress auraient un impact plus important s ils ont lieu à 
certaines périodes du développement.  
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I.2. Intérêt de la racine de carotte pour l’étude du xylème et du phloème 

 

 L étude du fonctionnement du xylème et du phloème dans les racines des plantes est 
relativement laborieuse. En effet il est très difficile de faire la distinction entre ces deux 

compartiments cellulaires et de les séparer pour une étude tissu-spécifique. Dans les analyses du troisième axe de ce travail, nous avons pu voir qu il était possible, dans la racine de carotte, de 
faire des analyses biochimiques (dosage de caroténoïdes), des quantifications de transcrits (PCR 

quantitative) et de réaliser des dosages de protéines par immunomarquage. En effet chez la 

carotte, les tissus xylémien et phloémien peuvent être séparés relativement facilement. Les deux 

compartiments cellulaires sont bien distincts et le cambium est bien visible. La racine de carotte représente donc un excellent modèle d étude pour le fonctionnement du xylème et du phloème 
chez les plantes.  

 Les résultats obtenus sur ces deux tissus chez la carotte montrent qu il existe une activité 
du métabolisme des caroténoïdes relativement forte, y compris dans le xylème. Chez Arabidopsis 

thaliana, l étude transcriptomique du xylème et du phloème met en évidence que les gènes les 
plus représentés sont des gènes de synthèse de la paroi cellulaire (plus représentés dans le 

xylème), de transduction de signal/communication cellulaire (plus représentés dans le phloème) 

et de transport (plus représenté dans le xylème). Ces résultats sont concordants avec le rôle de 

ces deux tissus au sein de la plante (Zhao et al., 2005). L activité métabolique de la voie de biosynthèse des caroténoïdes à l échelle transcriptionnelle et traductionnelle dans ces deux tissus 
est surprenante et caractéristique de la carotte du fait de la spécificité d accumuler des 
caroténoïdes dans la racine. Cette forte accumulation de caroténoïdes a été en effet un critère de 

sélection lié à la couleur mais également au diamètre de la racine qui est certainement lié à une 

forte différenciation des proplastes en chromoplastes dans ces deux tissus, ce qui reste méconnu. Ainsi, l accumulation particulièrement forte des caroténoïdes dans la racine de carotte aurait été 
possible par sélection de plantes qui potentiellement surexprimeraient un gène lié à la 

différenciation des proplastes en chromoplastes dans le xylème et le phloème. Depuis maintenant 

quelques années, une sélection forte pour des génotypes présentant une coloration identique entre le xylème et phloème est mise en œuvre. Les mécanismes sous-jacents peuvent alors 

supposer une différenciation plus importante des proplastes en chromoplaste dans le xylème 

comparé aux génotypes actuels.  

De manière intéressante, cette fonction supplémentaire de ces deux tissus au sein de la racine 

permet malgré tout à la plante de se développer normalement. Cette observation suggère que la 
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différenciation des proplastes en chromoplaste ainsi que l accumulation des caroténoïdes dans les 
deux tissus ne représente pas un coup énergétique important pour la plante.  

 

 

I.3. La carotte à lycopène : un cas particulier  

 

 La racine de carotte de couleur rouge, caractérisée par une forte accumulation en 

lycopène, présentait dans ce travail de thèse un profil particulier de réponse aux facteurs 

environnementaux par rapport aux autres génotypes. La période de culture contraignante 

(décalée dans le temps par rapport à cycle cultural classique) entrainait une augmentation des 

teneurs en caroténoïdes (plus particulièrement en lycopène) chez le génotype rouge alors que 

pour les génotypes orange, orange/violet et jaune, les teneurs en caroténoïdes étaient, au 

contraire, diminuées (Perrin et al., 2016). Nous avons aussi pu voir que, à l échelle des tissus, la teneur en caroténoïdes dans le xylème n était pas différente de celle du phloème en condition 

contrôle chez le génotype rouge. Au contraire, la teneur en caroténoïdes des autres génotypes 

était deux fois moins importante dans le xylème par rapport au phloème. De plus la quantité de 

protéine PSY était difficilement liée aux fortes teneurs en caroténoïdes comparé aux génotypes orange. Ces résultats suggèrent donc des mécanismes particuliers pour l accumulation du 
lycopène dans la racine rouge à la fois au cours du développement et en réponse aux contraintes 

environnementales. L étude menée par Clotault et al. (2008) a permis de mettre en évidence que l expression des gènes en amont et en aval du lycopène, chez le génotype rouge Nutrired, était 
relativement bien corrélée aux teneurs en lycopène dans la racine au cours du développement. Au 

contraire, cette relation était plus difficile à mettre en évidence chez les autres génotypes de cette étude. )l semblerait donc que l accumulation des caroténoïdes et plus particulièrement du 
lycopène chez les génotypes rouges ne dépendent pas des mêmes mécanismes de régulation que les autres génotypes. Si pendant le développement de la racine, l expression des gènes semble relativement bien expliquer les teneurs en lycopène, il est difficile de généraliser cela à l échelle 
du xylème et du phloème ainsi qu en réponse à des variations de l environnement.  
 

 Cependant, de façon intéressante, les résultats obtenus lors d un stress biotique appliqué 
seul ou en combinaison), mettent en évidence que les teneurs en caroténoïdes sont affectées de la même façon dans la racine du génotype rouge comparé aux autres génotypes. L hypothèse que l on pourrait émettre est que lors d un stress biotique, la synthèse des caroténoïdes peut être 
limitée afin de favoriser des voies de défense ou bien sont fortement remobilisées pour la 

résistance de la plante.  
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II. ORGANES SOURCES VERSUS ORGANES PUITS CHEZ LA 

CAROTTE : DEUX MODES DE FONCTIONNEMENT BIEN 

DISTINCTS POUR L’ACCUMULATION DES CAROTENOÏDES  

 

 Les caroténoïdes sont des pigments jouant des rôles multiples dépendant de l organe 
considéré. Nous avons vu que dans les feuilles, ils participent à la photosynthèse et à la photoprotection. Dans les organes non photosynthétiques leur rôle est d attirer les polinisateurs 
et disséminateurs. Suite aux résultats issus de la bibliographie, chez les fruits plus 

particulièrement, il est possible que les caroténoïdes soient également impliqués dans la réponse 

aux stress dans les organes non chlorophylliens.  

 Nous avons vu, qu une forte corrélation existait entre les teneurs en caroténoïdes et en chlorophylles dans les feuilles d une part, et les teneurs en caroténoïdes et en sucres dans les racines d autre part, quelles que soient les variations de conditions de cultures. Pour aller plus loin dans le fonctionnement à l échelle de la plante entière, nous avons voulu tester l hypothèse 
suivante : si les teneurs en caroténoïdes et en chlorophylles dans les feuilles sont diminuées par 

un stress, alors il y aurait une diminution des teneurs en sucres foliaires et par conséquent une 

diminution des apports en sucres vers les racines. En condition de croissance optimale, les 

relations source-puits sont régies d une part par la « force » puits mais également par la 

disponibilité des assimilats au niveau des organes sources (Ho, 1988). Les analyses statistiques 

de corrélation entre métabolites des deux organes ont été réalisées à partir des données du deuxième axe d étude de ce travail (figure 5.4). Les résultats montrent qu il n y a pas de corrélation 
entre les teneurs en pigments ou sucres des feuilles et les teneurs en caroténoïdes ou sucres des racines dans les différentes conditions de stress étudiées. Comment expliquer qu aucune 
corrélation ne soit retrouvée entre ces deux organes, contrairement à notre hypothèse ?  

 Ceci peut s expliquer par le fait que, dans notre étude, les échantillons ont été prélevés à maturité et qu il n existerait pas ou dans une moindre mesure d échanges des parties aériennes vers les parties souterraines. De plus, on aurait pu s attendre à ce qu une part de l énergie stockée dans la racine puisse être utilisée au niveau des feuilles pour i  l activation de voies de défense et/ou ii  la reviviscence qui aboutit à la synthèse d un nouveau feuillage sain. Dans ce second cas, 
nous aurions observé des corrélations fortes et négatives entre métabolites stockés (caroténoïdes 

et sucres) et caroténoïdes et chlorophylles au niveau des feuilles. Il existe donc une réponse 

différente aux stress au sein de ces deux organes. A travers cette étude, il semblerait que l impact des stress sur l accumulation des caroténoïdes mais également sur l accumulation des sucres et des chlorophylles soit spécifique à chacun des 



 

 

 

 

 

 

Figure 5.5 : Concentration et composition en sucres solubles (WSC) dans les entre- œuds de la tige hez le l  e pos  à la 
lu i e à gau he  et à l’o s u it  à d oite) (Kühbauch et Thome, 1989).  
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deux organes et que les échanges sources-puits seraient négligeables au stade maturité de la 

racine chez la carotte. 

 Dans une poursuite de recherche, il serait intéressant de réaliser des corrélations entre les 

deux organes à différents stades du développement de la carotte en condition de stress. Par 

exemple, il a été montré chez le blé que lors du développement, lorsque les feuilles sont à l obscurité les teneurs en sucres solubles sont de plus en plus faibles au niveau des entrenœuds de la tige et à mesure que l on se rapproche des grains (figure 5.5) (Kühbauch et Thome, 1989). Cette étude met en avant l importance de l impact de stress sur les échanges sources-puits lors du 

développement, ce qui serait à approfondir dans le cas de la carotte.  

 

 

III. LES TENEURS TOTALES EN CAROTENOÏDES : UN BON 

INDICATEUR DU FONCTIONNEMENT DE LA VOIE ? 

 

 A travers les différents axes d étude de ce travail de thèse, les teneurs en caroténoïdes 
individuels et totaux ont été quantifiées. On peut se poser la question suivante : les teneurs en 

caroténoïdes totaux reflètent-elles bien le fonctionnement global de la voie, et les variations au 

niveau des caroténoïdes individuels ?  

 Nous avons pu voir que dans la majorité des cas, les variations en teneurs en caroténoïdes 

totaux représentaient bien les variations des teneurs en métabolites individuels observées au 

niveau des feuilles et des racines en réponse aux variations environnementales. En effet, lorsqu une diminution significative des teneurs en caroténoïdes individuels était observée, alors 
une diminution significative était également observée pour les teneurs en caroténoïdes totaux.  

 Cependant, pour répondre à la question ci-dessus, il ne faut pas oublier que la voie de biosynthèse des caroténoïdes est structurée en deux branches et qu elle se trouve à l interface avec d autres voies métabolites. La voie de biosynthèse des caroténoïdes est constituée de deux embranchements dont l une n aboutit qu à la synthèse de l -carotène et de la lutéine, tandis que la seconde permet la synthèse de l ABA et des strigolactones. De plus, lors de variations de la 
période de culture, un changement de proportion au niveau de la racine a pu être mis en évidence, ce qui suggérait un switch en faveur de l embranchement -  dans la voie de biosynthèse pour la synthèse d apocaroténoïdes par exemple. Cette hypothèse de switch a également été suggérée par 

Fuentes et al. (2012) dans la racine de carotte au cours du développement. Pour mieux 

comprendre les possibles changements métaboliques au sein de la plante, il est nécessaire 
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d étudier les teneurs et proportions de chacun des caroténoïdes. En effet, même s il apparait qu un switch en faveur de l embranchement -  dépend de la condition de stress, ce basculement métabolique peut avoir des conséquences importantes pour la plante. En effet, l ABA est connu 
pour être impliqué dans les mécanismes de défense de la plante face aux stress biotiques mais particulièrement aux stress abiotiques. Un switch vers la synthèse d ABA pourrait alors indiquer l induction de mécanismes de défense pour la résistance de la plante face aux stress, phénomène que nous n avons pas pu vérifier avec les analyses insuffisantes de teneurs en ABA. La simple 
étude des teneurs totales en caroténoïdes ne peut pas renseigner sur le possible switch de la voie 

de biosynthèse des caroténoïdes.  

 
 

IV. QUEL NIVEAU DE REGULATION PEUT EXPLIQUER LES 

VARIATIONS DE TENEURS EN CAROTENOÏDES EN REPONSE 

AUX STRESS ?  

 

 A travers les différentes études réalisées dans ce travail de thèse, nous avons pu voir que l expression relative des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes n expliquait pas toujours les variations de teneurs en caroténoïdes. En effet, nous avons montré que l expression 
relative des gènes pouvait être reliée aux teneurs en caroténoïdes dans les feuilles et les racines 

dans le cas de comparaison des cycles de culture mais également dans le xylème et le phloème de la racine mais seulement en condition standard de culture. Par contre, aucune corrélation n a pu être établie entre l expression relative des gènes et les variations de teneurs en caroténoïdes lors de l application de stress simples ou en combinaison, que ce soit au niveau du feuillage ou de la 
racine. Dans la littérature, on retrouve également des résultats contrastés concernant l importance la régulation transcriptionnelle. Certaines études montrent que l expression de 
certains gènes peut être liée avec les teneurs en caroténoïdes dans la racine pendant le 

développement (Fuentes et al., 2012; Wang et al., 2014) tandis que d autres montrent que cela 
dépend du génotype (Clotault et al., 2008) ou de l organe (Wang et al., 2014). Avant ce travail, aucune étude n a porté sur les variations du niveau d expression des gènes en condition de stress 
dans les racines et feuilles de carotte. Nos résultats, ainsi que ceux issus de la littérature, montrent qu il n est pas toujours possible de relier les variations de teneur en caroténoïdes avec celles du niveau d expression des gènes de la voie de biosynthèse des caroténoïdes dans des conditions de 
stress.  
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Plusieurs questions d ordre méthodologique peuvent aussi être mises en avant quant à l étude de 
la régulation transcriptionnelle réalisée. Dans les études menées à travers ce travail de thèse, l échantillonnage a eu lieu à maturité, comme cité précédemment, alors que les variations de l environnement ou bien les stress étudiés 

ont été appliqués beaucoup plus précocement. Il serait donc intéressant dans de futurs travaux de 

réaliser des corrélations entre niveaux de transcrits et teneurs en caroténoïdes dans les 

différentes conditions de stress étudiées à différents moments du développement de la carotte.  

De plus, le choix a été fait dans ce travail de thèse, de réaliser des quantifications de transcrits 

de la voie de biosynthèse des caroténoïdes de façon relative. Il aurait été cependant intéressant 

de faire des dosages en absolu. Cela aurait permis de déterminer des seuils de transcrits qui 

pourraient expliquer des différences entre génotypes colorés (notamment par rapport au génotype blanc avec absence d accumulation  et entre effets de stress. Cependant, la 

quantification absolue exige une technicité particulière par rapport à la quantification relative. Une première approche pour valider l intérêt de la méthode serait de réaliser ce type de 
quantification en comparant simplement un génotype orange ou rouge avec le génotype blanc qui 

présente des teneurs relatives en transcrits équivalentes aux génotypes colorés. Plus largement, 

il serait intéressant de réaliser des quantifications absolues des transcrits des gènes de la voie de 

biosynthèse des caroténoïdes, couplées à des quantifications de protéines (seulement PSY disponible pour l instant , pour expliquer les variations de teneurs en caroténoïdes en réponse 
aux stress. Ces quantifications absolues permettraient potentiellement de mettre en avant un seuil quantitatif permettant ou non l accumulation de certains caroténoïdes alors que la quantification 
relative ne le permet pas.  

 

Une autre échelle de régulation très intéressante en lien avec les variations de teneurs en 

caroténoïdes est la différenciation des chromoplastes. Il a été montré, chez le chou-fleur ou la pomme de terre par exemple, qu une plus importante différenciation des proplastes en chromoplaste permettait d augmenter les teneurs en caroténoïdes. Chez la carotte, il a été montré 
que l accumulation des caroténoïdes chez les génotypes orange pouvait être liée au nombre de 
chromoplastes mais également au nombre de cristaux de caroténoïdes au sein des chromoplastes 

en comparaison avec les génotypes blancs (Kim et al., . L impact des stress sur la 
différenciation des proplastes en chromoplastes pourrait alors constituer un axe de recherche relativement intéressant qui n a, à notre connaissance pas été étudié jusqu à présent. Pour cela, 
deux approches pourraient être envisagées. La première étant de réaliser des observations 

microscopiques comme réalisé dans les travaux de Kim et al. (2010). Il serait alors possible de 

quantifier les chromoplastes dans les racines de carotte ainsi que le nombre de cristaux de 
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caroténoïdes en corrélation avec les variations de teneurs en caroténoïdes en condition de stress par rapport à la condition témoin. L autre expérimentation possible pourrait être de quantifier le niveau d expression du gène Or qui est impliqué dans la différenciation des proplastes en 

chromoplastes. Cependant, les annotations du génome de la carotte ainsi que les homologies de 

séquences entre le gène Or chez le chou-fleur ou chez la pomme de terre et le transcriptome de la carotte n ont pas permis d identifier ce gène. )l pourrait s agir d un gène avec une forte variabilité nucléotidique ou alors d un autre gène non encore identifié chez la carotte. Bien sûr, ce type d étude ne pourrait être pertinent qu au niveau de la racine de carotte puisque dans les organes 
chlorophylliens, les caroténoïdes sont associés aux photosystèmes dans la membrane des 

thylakoïdes au niveau des chloroplastes. Il serait cependant intéressant par analogie de quantifier le nombre de chloroplastes et de déterminer s il existe des corrélations entre teneurs en 

caroténoïdes et quantité de chloroplastes au niveau des feuilles en condition de stress.  

 

 

V. IMPACT DES STRESS COMBINES : RESULTANTE D’UN STRESS 

MAJEUR CHEZ LA CAROTTE 

 Avant ce travail, une seule étude était disponible montrant l impact de stress combinés sur l accumulation des caroténoïdes. )l a été montré que la combinaison d une restriction hydrique ainsi que l infection par un nématode entrainaient une diminution des teneurs en lycopène mais 
seulement chez les jeunes fruits de tomate. Cette diminution en lycopène était également observée 

en condition de restriction hydrique seule. Dans cette même étude, il a également été montré que 

la combinaison des stress entrainait une augmentation de la teneur en glucose et fructose chez les 

fruits plus âgés seulement (Atkinson et al., 2011). Les résultats obtenus sur racine de carotte 

montrent que la combinaison de stress entraine également une diminution de teneurs en 

caroténoïdes en condition de stress combinés. Cependant, chez la carotte, la diminution des teneurs en caroténoïdes était liée à l infection par l agent pathogène et non au stress hydrique. Au 
début de ce travail, nos hypothèses étaient que le stress hydrique aurait un impact relativement 

fort sur les teneurs en caroténoïdes au niveau de la racine puisque la fonction de cet organe est le transport de l eau du sol vers les organes aériens et l accumulation via la tubérisation, tandis que l infection par A. dauci impacterait davantage les teneurs en caroténoïdes au niveau des feuilles. 

Le résultat obtenu sur racines, contraire à nos hypothèses, avec un effet du stress hydrique mitigé 

et un effet marqué de A. dauci est donc particulièrement surprenant. De plus la combinaison de A. 

dauci et de stress hydrique se traduit par un effet équivalent voire renforcé par rapport à celui de 
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A. dauci seul. Les résultats obtenus suggèrent donc d une part que l agent pathogène est non seulement problématique pour la récolte par préhension du fait d un feuillage affaibli, mais 
également pour la qualité nutritionnelle de la carotte. Une connaissance plus approfondie sur la 

cause de cette diminution en caroténoïdes dans la racine serait une piste de recherche très intéressante. En effet on peut penser qu il existerait un « trade-off » entre la mise en place des 

défenses de la plante pour résister à A. dauci et l accumulation des caroténoïdes et sucres au 
niveau de la racine. Il pourrait, par exemple, être envisagé des études sans a priori au niveau des 

feuilles et des racines comme par exemple des approches de type microarray ou RNAseq qui permettraient de mettre en évidence l induction ou la répression de voies métaboliques dans la 
réponse de la plante à A. dauci. Il pourrait également être intéressant de réaliser des approches 

de type métabolomiques qui permettrait de mettre en évidence des métabolites présents de façon 

constitutive, synthétisés de novo ou bien accumulés en plus grande quantité, et d autres au 
contraire moins présents ou complètement absents toujours en réponse à A. dauci. Pour aller plus 

loin, des validations fonctionnelles des gènes mis en évidence par RNAi ou surexpression pourraient être envisagées. De plus, des corrélations éventuelles entre niveau d expression des 
gènes impliqués dans la défense de la plante à A. dauci et les teneurs en caroténoïdes racinaires 

pourrait être étudiées afin de confirmer si un « trade-off » défense-qualité existe.  

 

 

VI. INTERACTION GENOTYPE-ENVIRONNEMENT : QUELLES SONT 

CONSEQUENCES POUR L’OPTIMISATION DES CONDUITES 

CULTURALES  

 Dans les différents axes d étude de ce travail, un fort effet génotype a pu être observé. Un 

décalage de la période de culture a entrainé une diminution des teneurs en caroténoïdes dans les 

feuilles quel que soit le génotype et avec la même amplitude. Par contre, dans les racines, un effet 

génotype a pu mis en évidence. En effet, pour trois génotypes sur quatre étudiés, les teneurs en 

caroténoïdes étaient diminuées dans la période moins favorable mais pas pour le génotype rouge 

dont les teneurs étaient augmentées. En condition de restriction hydrique, nous avons également vu que les teneurs en caroténoïdes n étaient pas toujours impactées de la même façon chez tous les génotypes. Plus globalement dans les feuilles aucune tendance pour l ensemble des génotypes n a pu être observées tant l effet de ce facteur était important. De plus, dans le xylème ou le 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 5.6 : Variation du rendement en grains de 10 groupes de génotypes de riz selon 3 g oupes d’e vi o e e ts  
(Liang et al., 2015).  
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phloème, l impact d une restriction entraine une diminution des teneurs en caroténoïdes soit dans 
le xylème, soit dans le phloème ou les deux tissus en fonction du génotype.  

 Cependant l effet génotype observé était très dépendant de la condition étudiée montrant 

une interaction génotype x environnement (GxE). Dans des conditions de décalage de période de culture, l effet de facteurs globaux en culture met en évidence au niveau des feuilles un effet de l environnement alors que dans les racines un effet de l interaction GxE est observé. Ces premiers résultats mettent en évidence que l interaction GxE peut dépendre de l organe considéré. La plus forte interaction GxE a été observée lors de l étude de l impact des stress biotique et abiotique, 
appliqués seuls ou en combinaison, sur les teneurs en caroténoïdes, mais également en sucres et chlorophylles à la fois dans les feuilles et les racines. Cet effet fort de l interaction GxE est déjà mis 
en évidence sur des composantes du rendement, comme c est le cas du rendement en grain chez le riz, ce qui a conduit à l identification de  groupes de génotypes et trois groupes d environnement créés à partir d analyses de cluster basées sur  génotypes dans 8 

environnements différents) (figure 5.6) (Liang et al., 2015). Etant donné leur nature, les 

métabolites secondaires peuvent être fortement sensibles aux effets GxE, mais cela est moins 

étudié que le rendement par exemple. Dans nos expériences, nous avons systématiquement mis en évidence un effet de l interaction GxE par analyse de variance.  Ces résultats soulignent la difficulté d étudier l accumulation en caroténoïdes et montrent donc la nécessité d une approche intégrative sur différents environnements et un grand nombre 
de génotypes, plutôt que des approches réalisées sur un unique génotype et/ou un unique stress, 

qui apportent certes des connaissances liées à une situation particulière mais ne pouvant pas être 

facilement généralisées du fait des interactions GxE possibles. Dans notre étude, nous avons 

remarqué qu il n y a pas un génotype particulièrement stable, quels que soient les environnements étudiés, d o‘ le besoin d élargir nos travaux à un panel de variétés 
représentatives du marché. Cela sera en effet étudié dans la cadre du projet Caroqual qui vise, en 

partie à étudier l impact d environnements contrastés réseau de parcelles dans des zones de culture différents  sur un large panel de variétés. L objectif à long terme sera donc soit i  adapter les itinéraires culturaux à la variété ou bien, ii  s il n est pas possible de changer l itinéraire cultural, aider au choix variétal ou à l orientation de la création variétale dans le but d optimiser 
les qualités nutritionnelle et organoleptique de la carotte.  
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VII. QUEL IMPACT EN SANTE HUMAINE ? 

 

 VII.1 Projet « Impact des Nutriments sur les Maladies Métaboliques 

(INUMAMET) » : objectifs et contexte d’étude  

 L expérimentation menée sur l effet de stress sur la composition en métabolites d intérêt, en particulier les caroténoïdes, s intègre dans le cadre du projet )NUMAMET. )l s agit d un projet 
collaboratif regroupant deux laboratoires de la thématique santé : « Interactions Cellulaires et 

Applications Thérapeutiques » de l Université d Angers et « Le centre de recherche en Nutrition 

Humaine » de Nantes ainsi que notre laboratoire IRHS dans le domaine végétal. Ce projet réunit 

donc des équipes spécialisées en santé humaine et en production végétale.  Le projet commun à l ensemble des équipes santé-végétal visait donc à identifier et optimiser l impact de nutriments contre les maladies métaboliques et cardiovasculaires (principalement le développement de l athérosclérose et ses conséquences .  
 

Pour cela trois objectifs sous-jacents ont été mis en place : 

i) Etudier la variation de la qualité nutritionnelle du matériel végétal en fonction de l origine génétique et des conditions de production et de conservation post-récolte. 

 

ii) Caractériser les activités des extraits végétaux sur des modèles cellulaires pertinents 

(hépatocytes, adipocytes, cardiomyocytes, macrophages, cellules endothéliales et musculaires 

lisses) ; identifier les effets métaboliques, anti-oxydants, anti-inflammatoires et sur la 

prolifération cellulaire ; décoder les mécanismes impliqués. Cette approche permettra de 

mettre en place des protocoles expérimentaux adéquats pour le criblage des nutriments les 

plus efficaces. 

iii) Evaluer l’impact des extraits végétaux sur des modèles animaux soumis à des perturbations métaboliques liées à un syndrome d insulino-résistance afin d évaluer leurs 
effets sur le développement de l athérosclérose stéatose hépatique et musculaire, 
dysmétabolisme glucidique et lipidique, dysfonctions vasculaires).  
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Le travail sur l effet de stress seuls ou en combinaison était donc plus particulièrement relatif 
au premier objectif, et a trouvé un prolongement avec les deux suivants. Des échantillons 

représentant les différents traitements (6 génotypes cultivés dans les 4 conditions de culture : 

contrôle, restriction hydrique, inoculation par A. dauci, stress combinés) ont été préparés, broyés 

puis donnés aux différentes équipes de santé. Deux échantillons choisis sur la base des analyses 

biochimiques et des premiers résultats des tests cellulaires ont été fournis en plus grandes quantités dans le cadre de l objectif .  
Pour une mise en perspective de l intérêt dans le domaine santé de nos travaux, portant sur l effet de stress sur l accumulation de métabolites en particulier et sur la qualité nutritionnelle de 

la carotte en général, nous allons évoquer les premiers résultats qui ont été obtenus dans le cadre 

du second objectif de ce projet collaboratif.  

 

 VII.2 Principaux résultats et discussion 

 

Des extraits (par éthanol ou DMSO) issus des échantillons de racine de carotte ont été 

ajoutés au milieu de culture de cellules animales de différents types. Le tableau 5.1 regroupe l ensemble des phénomènes physiologiques pour chaque type cellulaire. Le sens des flèches indique l effet recherché et donc bénéfique quant au développement des cellules.  
 

Les résultats des extraits de carotte sur les cellules ont été compilés et classés en fonction du nombre d effets positifs permettant ainsi d obtenir un classement des combinaisons 
génotype/condition les plus intéressantes pour le développement des cellules (figure5.7).  

Les résultats montrent que les échantillons ayant l effet le plus bénéfique sont ceux qui ont été cultivés en condition d infection par A. dauci (figure5.7). Ce résultat est très intéressant et notre 

hypothèse sous-jacente est qu en condition d inoculation par A. dauci, la plante peut synthétiser 

des molécules impliquées dans la résistance en stress et qui pourraient avoir un effet bénéfique 

sur cellules animales.  Nous avons réalisé des quantifications de métabolites d intérêts tels que les caroténoïdes, 
sucres et polyphénols sur les extraits utilisés en tests cellulaires, mais les résultats ne permettent 

pas de mettre en évidence un lien direct avec les effets observés en tests cellulaires et donc de 

déterminer des métabolites santé candidats. Des analyses plus profondes de type métabolomique 
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sont alors envisagées pour la suite de l étude en fonction des échantillons et conditions les plus 
contrastées pour leur effet santé.  

 

A partir des résultats de cette première étude sur cellules, deux échantillons ont été choisis 

pour réaliser le troisième objectif de ce projet. Le choix s est porté sur le génotype Boléro cultivé en condition contrôle et en condition d infection par A. dauci. Actuellement, les résultats de cet axe sont en cours d obtention. Ce projet, intégratif végétal-santé, permettra dans un premier temps d identifier des nutriments impactant la santé et dont la production est optimisée en fonction des conditions de production des carottes, et dans un second temps à la création d allégations 
nutritionnelles et de santé sur le produit carotte. Basé sur les deux produits, carotte et pomme, il permettra une comparaison des modèles d étude et une mise en perspective de la qualité des 
fruits et légumes vis-à-vis de la santé humaine.  
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L impact des variations environnementales sur la qualité nutritionnelle et organoleptique 
des productions végétales représente actuellement un enjeu important mais reste relativement 

méconnu et difficile à étudier. De ce fait, cette qualité est insuffisamment travaillée, que ce soit au 

niveau de la création variétale ou de la production.  

Les caroténoïdes constituent un critère de qualité des productions végétales, en particulier pour la carotte, en lien étroit avec la santé humaine. L hypothèse d un effet négatif de facteurs de l environnement sur l accumulation de ces pigments est alors primordiale. A travers ce travail de thèse, l objectif était donc de mieux comprendre l impact de stress biotique et abiotique sur l accumulation des caroténoïdes chez la carotte et d en comprendre la régulation 
sous-jacente.  

Pour répondre à cet objectif, une approche intégrative a été mise en place. Les facteurs de l environnement ont été étudiés à différentes échelles : des environnements de culture contrastés 

lié à des variations de facteurs globaux puis des stress particuliers et maitrisés appliqués seuls ou en combinaison. L effet de ces facteurs ont été étudiés à l échelle de la population panel de 
génotypes aux caractéristiques contrastées) de la plante (organes feuilles et racines) et du tissu 

(xylème et phloème de la racine). Cette approche intégrative constitue donc un point original et 

déterminant pour répondre aux objectifs de ce travail.  Contrairement à ce qui peut être observé pour d autres métabolites secondaires, les 

contraintes environnementales étudiées ont conduit à des réductions significatives de la teneur en caroténoïdes, quelles que soient les échelles d étude. Par contre, la régulation semble au niveau 
transcriptionnelle concernant les facteurs globaux de l environnement, mais d autres niveaux 
restent à identifier quant aux stress spécifiques. Cependant, un mécanisme commun de régulation de différents métabolites en réponse aux stress semble exister à l échelle de l organe. L analyse intégrative menée sur de multiples échelles met cependant en évidence à quel point il est finalement difficile de généraliser les résultats, d autant plus que l effet année peut être important. Cela pose la question des conditions d expérience permettant d isoler plus les facteurs étudiés afin d approfondir les mécanismes impliqués.  Ce travail de thèse s achève en ouvrant de multiples perspectives. Les modifications de 
teneurs en caroténoïdes à la récolte résultent des effets de stress que la plante subit au cours de 

son cycle de développement. Au vu du manque de connaissances, il serait pertinent d évaluer l impact de stress à différents stades du développement. Une telle étude permettrait de mettre en 
évidence des moments clés du développement pour une meilleure optimisation des itinéraires 

techniques. Cette étude permettrait également de mieux comprendre comment la mobilisation 
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des ressources à partir des organes sources se fait jusqu aux organes puits, et dans quelle mesure l effet de stress peut affecter ce processus et donc le métabolisme de la plante.  

En tant que tels, ou en interaction avec le stade de développement, il serait également intéressant de mieux comprendre plus particulièrement l impact de la température ainsi que de 
la lumière sur les teneurs en caroténoïdes des feuilles. La qualité de la lumière et pas seulement l intensité lumineuse, l alternance de températures et pas seulement la température moyenne, sont susceptibles d avoir un effet particulier sur les métabolites secondaires tels que les 
caroténoïdes. D autres échelles de régulation pour l accumulation des caroténoïdes doivent être mises 
en évidence. Premièrement, il serait intéressant de quantifier plus largement la protéine PSY qui 

semble être relativement bien corrélée aux teneurs en caroténoïdes. La différentiation des 

chromoplastes peut constituer une échelle de régulation importante. Des analyses 

microscopiques pourraient être réalisées pour déterminer le nombre de chromoplastes et de 

cristaux de caroténoïdes dans la racine de carotte. Des approches plus larges de transcriptomique permettraient une démarche sans a priori, afin d identifier des voies de biosynthèse liées à l accumulation des caroténoïdes et des facteurs de régulation potentiels en dehors de la voie de 
biosynthèse des caroténoïdes. Couplée à une approche de métabolomique cela permettrait de 

disséquer les mécanismes moléculaires pouvant expliquer les variations de teneurs en 

caroténoïdes dans les feuilles et racines de carotte.  
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ANNEXE I : FIGURES SUPPLEMENTAIRES DU PREMIER ARTICLE 

 

 

 

 

Figure S2.1: Changes in climatic parameters during the two growing periods. Temperature (A) and global radiation (B) 
during the first growing period. Temperature (C) and global radiation (D) during the second growing period. The dotted 

lines correspond to the period mean of each parameter. 
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Figure 2.2: Principal component analysis factor map based on pigment compounds in carrot leaves. (A) Individual 
contribution of each variable to the first and the second dimensions. Sample distribution is shown by (B) growing period 
and (C) by genotype. Each dot is the mean of three biological replications (n=3). GP 1: growing period 1, GP 2: growing 
period 2, chla: chlorophyll a, chlb: chlorophyll b, X9bcarotene: 9-cis- -carotene, a.carotene: -carotene, b.carotene: -

carotene. 
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Figure S2.3: Principal component analysis factor map based on carotenoid contents in carrot roots. (A) Individual 
contribution of each variable to the first and the second dimensions. Sample distribution is shown by (B) growing period 
and (C) by genotype. Each dot is the mean of three biological replications (n=3). GP 1: growing period 1, GP 2: growing 

period 2, a.carotene: -carotene, b.carotene: -carotene. 
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ANNEXE II : FIGURES SUPPLEMENTAIRES DU DEUXIEME ARTICLE 

 

 

 

 

Fig. S3.1: Variations of mean temperatures (A), maximal temperatures (B), difference between maximal and mean 
temperatures (C) and sum of temperature (D) during carrot development in the two years of experiment. 
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Table S3.1: Relative proportions of each carotenoid in the root of the five studied genotypes under the four growing 
conditions. C: control; WR: water-restricted. 

   Lutein α-carotene β-carotene Lycopene 

       

 
 
 C WR Ad CS C WR Ad CS C WR Ad CS C WR Ad CS 

Bolero 
 1st 4 4 4 4 33 36 34 35 63 60 62 61     

 2nd 4 4 4 5 37 34 34 34 59 62 61 61     

Presto 
 1st 4 3 3 3 35 35 35 35 61 62 61 62     

 2nd 4 3 4 3 34 38 35 35 62 58 62 62     

IKaO 
 1st 2 2 2 2 37 36 38 37 61 62 60 61     

 2nd 2 2 3 3 39 38 40 36 59 60 57 61     

Deep 

Purple 

 1st 50 49 51 46 18 18 16 20 31 33 34 34     

 2nd 49 58 58 48 19 16 17 19 31 26 26 33     

IKiR 
 1st         26 32 30 27 74 68 70 73 

 2nd         22 24 23 21 78 76 77 79 
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Table S3.2: Relative proportions of each carotenoid in the leaves of the six studied genotypes under the four growing conditions. C: control; WR: water-restricted 

 
  Neoxanthin Violaxanthin Lutein β-carotene 9-cis-β-carotene α-carotene 

    C WR Ad CS C WR Ad CS C WR Ad CS C WR Ad CS C WR Ad CS C WR Ad CS 

Bolero 
1st 10 11 12 10 7 8 8 7 54 51 51 53 18 20 17 18 2 3 2 2 9 8 10 9 

2nd 10 10 11 11 7 7 8 7 50 50 48 50 19 20 20 19 2 2 2 2 11 10 10 11 

Presto 
1st 12 12 12 12 6 7 7 7 52 48 51 49 19 22 19 20 3 3 3 3 8 9 8 9 

2nd 13 11 11 12 7 7 7 7 47 49 48 47 22 22 22 23 3 3 3 3 8 9 9 9 

IKaO 
1st 11 11 11 12 7 6 7 8 53 51 51 49 20 21 21 22 3 3 3 3 7 8 7 6 

2nd 10 10 11 12 7 7 5 7 50 50 51 51 22 22 22 21 3 3 3 3 8 8 8 7 

DP 
1st 11 12 12 11 7 7 7 7 51 48 52 51 22 24 20 22 3 3 3 3 6 6 6 6 

2nd 10 11 11 12 7 8 7 7 52 49 52 45 22 25 21 25 3 3 3 3 6 5 7 7 

IKiR 
1st 15 16 17 19 7 8 7 7 45 41 43 38 28 31 28 31 3 3 4 4 1 1 1 1 

2nd 16 16 15 17 7 7 7 7 42 41 43 41 31 33 31 32 4 4 3 4 0 0 0 0 

IBvW 
1st 13 13 14 14 7 7 8 8 50 47 47 47 26 28 27 28 3 3 3 3 1 2 1 1 

2nd 13 12 13 13 7 7 7 8 48 47 48 46 29 30 28 30 3 3 3 3 0 0 0 0 
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Fig. S3.2: Person correlation performed on metabolite contents and gene expression in roots. Only significant correlations 
at 5% were colored. ABA: abscisic acid; GGPPS, geranyl geranyl pyrophosphate synthase; PSY, phytoene synthase; PDS, 

phytoene desaturase; LCYB, lycopene -cyclase; LCYE, lycopene ε-cyclase; ZEP, zeaxanthin epoxidase; NCED, 9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase. 

 

 

 

Fig. S3.3: Person correlation performed on metabolite contents and gene expression in leaves. Only significant 
correlations at 5% were colored. ABA: abscisic acid; GGPPS, geranyl geranyl pyrophosphate synthase; PSY, phytoene 
synthase; PDS, phytoene desaturase; LCYB, lycopene -cyclase; LCYE, lycopene ε-cyclase; ZEP, zeaxanthin epoxidase; 

NCED, 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase. 

 

 

  



 

  



 

 

  



 

 

 

Résumé 
La carotte présente un grand intérêt nutritionnel comme 
source alimentaire en caroténoïdes. Pourtant, la connaissance des mécanismes d accumulation de ces composés est un enjeu 
majeur. Si le déterminisme génétique a été relativement bien étudié, l impact de stress sur l accumulation des caroténoïdes 
chez la carotte reste méconnu. Ce travail de thèse vise donc à déterminer i  l impact de stress biotique et abiotique 
appliqués individuellement ou en combinaison sur les 
teneurs en caroténoïdes dans les feuilles et racines de carotte, 
(ii) les mécanismes de régulation pouvant expliquer ces 
variations (iii) si le métabolisme secondaire est affecté 
spécifiquement, indépendamment du métabolisme primaire. 
Les résultats mettent en évidence un effet négatif des 
différentes conditions de stress, en particulier appliquées en 
combinaison, sur les teneurs en caroténoïdes dans les feuilles 
et les racines de carotte, mais dépendent du génotype. La 
régulation transcriptionnelle au niveau de la voie de biosynthèse des caroténoïdes ne peut expliquer qu en partie 
les variations de teneurs. Les variations de teneurs en 
chlorophylles des feuilles et sucres des racines sont corrélées 
à celles des teneurs en caroténoïdes, suggérant des 
mécanismes communs de régulation. Ce travail montre que l impact de stress en culture, et en 
particulier leur combinaison, est une composante importante de l élaboration de la qualité nutritionnelle. Les travaux doivent être poursuivis afin d établir un schéma plus précis de la régulation de l accumulation des caroténoïdes chez la 
carotte. 
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combinés, métabolisme secondaire, régulation, 
restriction hydrique, Alternaria dauci, qualité 
nutritionnelle 

Abstract 
Carrot presents a high nutritional interest as a carotenoid 
intake source. However, knowledge about accumulation 
mechanisms of these compounds is a major issue. While 
genetic determinism was relatively well studied, the impact 
of stresses on carotenoid accumulation in carrot remains 
unknown. This thesis work aims to determine (i) the impact 
of biotic and abiotic stresses applied individually or in 
combination on carotenoid contents in carrot leaves and 
roots, (ii) the regulation mechanisms which could explain 
these variations and (iii) if secondary metabolism is 
specifically affected independently from primary 
metabolism.  
Results bring to light a negative effect of the different stress 
conditions, particularly applied in combination, on 
carotenoid contents in carrot leaves and roots but depend on 
genotypes. Transcriptional regulation based on carotenoid 
biosynthetic genes can only partially explain content 
variations. Chlorophyll content variations in leaves and sugar 
content variations in roots are correlated to those of 
carotenoids suggesting common regulation mechanisms.  
This work shows that the impact of stress on culture, and 
particularly in combination, is an important determinism of 
nutritional quality. Further works need to be performed to 
establish a more precise regulation network pattern of 
carotenoid accumulation in carrot.  
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