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Glossaire  

Allogame : qui est caractérisé par l’allogamie, mode de reproduction végétal favorisant la fécondation croisée 

entre individus et limitant, de manière partielle à complète, l’autofécondation 

Conidies : spores mises en place chez les organismes fongiques et en particulier les ascomycètes, assurant 

une reproduction asexuée 

Écotoxicité : à caractère toxique pour l’environnement 

Effets pléiotropes : effets phénotypiques a priori indépendants attribués à un seul gène ou protéine. 

Explant : matériel biologique de base destiné à la production de clones à partir d'une culture mère 

Expression hétérologue : expression d’un gène chez un organisme hôte ne le contenant pas naturellement 

dans son génome 

Hybride F1 : première génération d'un croisement entre deux variétés ou lignées pures bénéficiant de la 

vigueur hybride par l’effet d’hétérosis 

Hyphes : filaments constituant le mycélium d’un champignon (voir mycélium) 

Inoculum secondaire : unités produites en quantité en conditions favorables et qui provoquent la dispersion 

de l’épidémie 

Inoculum primaire : unité initiatrice du premier foyer de la maladie, souvent au printemps après une saison 

hivernale pendant laquelle l’inoculum est en dormance dans le sol. 

Macrolides : molécules à propriétés antibactériennes (antibiotiques bactériostatiques) constituées de 

lactones macrocycliques, généralement associées à des sucres neutres ou aminés. 

Méthylotrophe : désigne un organismes capable d’utiliser des composés méthylés, dont le méthanol, comme 

source de carbone. 

Microsatellite : marqueur moléculaire basé sur des répétitions de motifs nucléotidiques au niveau de 

certaines séquences d’ADN génomique et dont le nombre varie entre individus. 

monosporage : étalement d’un faible nombre de conidies sur un milieu sélectif de manière à obtenir des 

individus distincts issus du développement d’une seule conidie. Cette étape permet en théorie de sélectionner 

les conidies contenant uniquement des noyaux transformés 

Mycélium : organisations de filaments (hyphes) constituant la partie végétative d’un champignon 

Nécrotrophe : organisme hétérotrophe pratiquant la nécrotrophie, stratégie parasitaire consistant en une 

invasion rapide des tissus hôtes, qui une fois tués par le parasite constituent sa ressource trophique. 

Polycyclique : caractéristique d’un cycle épidémique au cours duquel l’agent infectieux, en l’occurrence un 

agent fongique, peut infecter son hôte plusieurs fois en une même saison. 

Protoplaste : cellule végétale, bactérienne ou fongique, privée de paroi de manière expérimentale 

Pseudoappressorium : structure fongique ressemblant à un appressorium, un appressorium étant une 

structure différenciée mise en place à l’extrémité d’un tube germinatif permettant la pénétration du 

champignon dans les tissus hôte par pression mécanique ou dégradation enzymatique. 

Single Nucleotid Polymorphism : marqueur moléculaire basé sur la variation d’une seule paire de base 

dans le génome de deux individus d’une même espèce. 

Stérilité mâle cytoplasmique : mécanisme génétique utilisé en sélection empêchant l’autopollinisation, du 

fait d'une stérilité des organes floraux mâles. Cette stérilité résulte d’une interaction entre gènes nucléaires 

et cytoplasmiques, notamment mitochondriaux. 

Syncytium : masse cytoplasmique délimitée par une membrane et contenant plusieurs noyaux 
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Liste des abréviations 

 

 
 

2YT : Yeast extract and Tryptone media 

ACP : Acyl Carrier Protein 

ADN : Acide Désoxyribonucléique 

ADNg : ADN génomique 

ANSES : Agence Nationale de SEcurité Sanitaire 

de l'alimentation, de l'environnement et du travail 

AT : Acytransférase 

AUDPC : Area Under Desease Progression Curve 

CTIFL : Centre Technique Interprofessionnel des 

Fruits et Légumes 

DH : DéHydratase 

dNTP : désoxyribonucléoside Triphosphate 

quelconque 

DO : Densité Optique 

EDTA : EthyleneDiamine Tetraacetic Acid 

ER : Enoyl-Réductase 

EtOAc : Acétate d’Ethyle 

f. sp. : forme spéciale 

HPLC : High Performance Liquid Chromatography 

HR : Hautement Réducteur 

HST : Host-Specific Toxin 

hygB : hyrgomycine B 

INRAe : Institut National de Recherche pour 

l'Agriculture, l'Alimentation et l'environnement, 

IRHS : Institut de recherche en Horticulture et 

Semence 

KO : Knock-Out 

KR : Kéto-Réductase 

KS : Kétide Synthase 

LB : Lysogeny Broth 

MD : Minimal Dextrose 

NC : Non codant 

NHST : Non Host-Specific Toxin 

NR : Non Réducteur 

PAR : Photosynthetically Active Radiation 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PDA : Potato Dextrose Agar 

PDB : Potato Dextrose Broth 

PKS : Polyketid Synthase 

PT : Product Template 

QRL : Quantitative Resistance Loci 

QUASAV : QUAlité et SAnté du Végétal  

r.p.m : rotations par minute 

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 

SAT : Starter-unit Acyltransferase 

SFR : Structure Fédérative de Rechercher 

SOC : Super Optimal broth with Catabolite 

repression 

SONAS : Substances d'Origine Naturelle et 

Analogues Structuraux 

SNP : Single Nucleotid Polymorphism 

sp. : subspecies 

TE : Thioestérase 

Ufc : Unité faisant colonie 

UMR : Unité Mixte de Recherche 

UV : Ultra-violets 

YNB : Yeast Nitrogen Base 

YPD : Yeast extract Peptone Dextrose 
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 Étude de la voie de biosynthèse de l’Aldaulactone 

1. Introduction 

1.1. Structure d’accueil 

Le présent mémoire porte sur un stage réalisé à l’IRHS, Institut de Recherche en Horticulture et 

Semences. Située à Beaucouzé (49070), près d’Angers, cette Unité Mixte de Recherche (UMR 1345) réunit 

depuis 2012 quatorze équipes de recherche sous la tutelle de l’INRAe, de l’Institut Agro et de l’Université 

d’Angers. Elle est membre du pôle de compétitivité angevin Vegepolys Valley et d’une Structure Fédérative de 

Recherche, regroupant des unités des organismes de tutelle ainsi que de l’École Supérieure d’Agricultures, de 

l’ANSES et de l’Université de Nantes autour d’un projet : la QUAlité et SAnté du Végétal (SFR 4207 QUASAV). 

L’IRHS, bénéficie d’une position de choix, au sein du « campus du végétal », concentrant les 

compétences portées par les principaux acteurs de la recherche en sciences du végétal de la région Pays de 

la Loire, bassin de productions horticoles et semencières. D'autres laboratoires de la SFR QUASAV, comme le 

SONAS (Substances d’Origine Naturelle et Analogues Structuraux), y sont également implantés, promouvant 

les échanges et l’innovation par la mutualisation des savoirs et des compétences, des expertises (en génétique, 

génomique, sélection, phytopathologie, physiologie, biochimie, bioinformatique et statistiques) ainsi que des 

ressources avec à disposition une plateforme de phénotypage (PHENOTIC) et trois plateaux techniques 

(Analyses des Acides nucléiques (ANAN), Imagerie cellulaire (IMAC), Collection de microorganismes (COMIC)). 

L’IRHS vise à produire et diffuser de connaissances concernant les problématiques de qualité et de 

santé des productions horticoles, dans un contexte de changements climatiques, d’émergence de maladies 

cryptogamiques et de limitation de l’usage des produits phytosanitaires. Pour cela, les recherches convergent 

vers une compréhension fine des processus déterminants dans le développement, l’acquisition de la qualité et 

les résistances aux stress chez des plantes cultivées afin de proposer une optimisation des systèmes horticoles. 

Ces ambitions se matérialisent par une répartition en trois pôles : Architecture et floraison sur rosiers et autres 

ornementales ; Qualité et santé des fruits et légumes ; Semences, stress et pathogènes. L’unité emploie près 

de 270 agents, chercheurs et enseignants chercheurs, ingénieurs, techniciens, doctorants et post-doctorants. 

Son budget annuel avoisine 2,7 millions d’euros (hors salaires publics), 75% issus de financements par projet. 

Le stage s’est déroulé au sein de l’équipe FungiSem (pôle Semence, stress et pathogènes), en 

collaboration avec des membres du SONAS et de QuarVeg (IRHS, pôle Qualité et santé des fruits et légumes). 

FungiSem regroupe une quinzaine d’agents dont sept enseignants chercheurs, une ingénieure de recherche, 

deux techniciens de recherche et une attachée temporaire d’enseignement et de recherche. Leurs 

compétences en microbiologie et pathologie végétale sont mises à contribution dans la poursuite d’un objectif, 

à savoir la caractérisation des processus de transmission, à et par la semence, de bioagresseurs fongiques. 

Les efforts se concentrent sur l’identification des déterminants du pouvoir pathogène de ces champignons et 

sur l’étude du rôle de la composition du microbiote des graines dans l’interaction plante-pathogène. Ces 

travaux ont pour ambition, à terme, d’offrir des perspectives dans la mise au point d’alternatives innovantes 

aux méthodes de lutte antifongiques traditionnelles, ainsi que des pistes d’amélioration variétale. 
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1.2. Le pathosystème Daucus carota – Alternaria dauci 

1.2.1. Daucus carota 

La carotte cultivée (Daucus carota sp sativa), est une dicotylédone bisannuelle de la famille des 

Apiacées, anciennement Ombellifères, caractérisée par une inflorescence en forme d’ombelle. Au sein de cette 

famille sont classées d’autres plantes cultivées comme le panais, le fenouil et le céleri. Les Apiacées 

appartiennent à l’ordre des Apiales, embranchement du clade des Euasterides II parmi lesquels se retrouvent 

également les Asteracées (tournesol, artichaut et laitue). Au sein de l’espèce D. carota, une soixantaine de 

taxons infraspécifiques interfertiles (sp sativa, carota, capillifolium…) ont été définis (Martínez-Flores et al., 

2020), la sous espèce D. carotta sp sativa (diploïde, 2n=18) comprenant les carottes cultivées et leurs 

parentes sauvages les plus proches. Un assemblage de haute qualité du génome de D. carota (Iorizzo et al., 

2016) a permis la mise au point d’analyses moléculaires discriminantes via des marqueurs Single Nucleotid 

Polymorphisme ou SNP* (Arbizu Berrocal et al., 2016) et microsatellites* (Uncu et Uncu, 2020). 

 Parmi les Apiacées, la carotte est celle dont la culture est la plus importante économiquement. Sa 

racine pivot tubérisée est prisée pour sa couleur attrayante, sa saveur douce et sa facilité d’emploi. Elle 

constitue une source appréciée de sucres, minéraux et métabolites secondaires nécessaires aux besoins de 

l’alimentation humaine, dont des vitamines (C, B6, E…) et des caroténoïdes, précurseurs de la vitamine A 

(Bauernfeind, 1972). Son usage alimentaire en fait le premier légume-racine le plus consommé au monde. La 

production mondiale de carottes et navets atteignait ainsi près de 44 millions de tonnes (t) pour une surface 

de plus d’un million d’hectares (ha) en 2019 (FAOSTAT [1]). La chine est leader du marché, avec plus de 47% 

de la production mondiale, suivie par l’Ouzbékistan et les Etats-Unis. L’Union Européenne a produit, quant à 

elle, 5,5 millions de tonnes de carottes en 2019 (FAOSTAT [1]). La France se place au 5ème rang de cette 

production, après le Royaume Uni, la Pologne, l’Allemagne et les Pays Bas (CTIFL [2]) ; avec plus de 500 000 t 

produites en 2018 sur une surface d’environ 12 000 ha (FranceAgriMer [3]). À l’échelle régionale, la production 

se concentre en Aquitaine, Normandie et Sud Est. Le semis est réalisé entre Octobre et Juin selon les modalités 

de culture (sous abris ou plein champ, hâtée ou de saison) et la variété. La tubérisation débute au bout de 40 

jours et la récolte est effectuée après 4 à 5 mois, par préhension des fanes. La France est également, avec 

les États-Unis, le 1er producteur de semences de carottes.  

La domestication de la carotte est relativement récente et aurait débuté il y a 1100 ans en Asie 

centrale (Iorizzo et al., 2013). Les premières populations cultivées produisaient des racines alors violettes ou 

jaunes. La sélection de mutants spontanés a permis l’apparition de nouvelles couleurs de la racine au cours 

des XVIe et XVIIe siècles, dont le rose en Asie, le blanc et l’orange en Europe. La sélection, massale au départ, 

a privilégié la richesse en réserves, les qualités gustatives, l’absence de ramifications secondaires et la couleur 

orange associée à des qualités esthétiques et nutritionnelles (Stolarczyk et Janick, 2011). Au XXe siècle, le 

mode de reproduction allogame* de la carotte a compliqué l’obtention de lignées pures, non utilisables en 

production. Des mécanismes de stérilité mâle cytoplasmique*, comme le type « anthères brunes » (Welch et 

Grimball, 1947), ont donc été exploités pour produire des variétés hybrides F1* comme ‘Nantaise’ ou ‘Presto’.  

Jusqu’à récemment, la résistance aux maladies ne constituait pas un critère de sélection. Or, avec 

l’installation de systèmes de culture intensive, la menace portée par les bioagresseurs comme Alternaria dauci 

est devenue problématique. Ce critère ainsi devenu une priorité pour les sélectionneurs (Le Clerc et al., 2019). 

http://www.fao.org/faostat/fr/#data/QC/visualize
http://www.fao.org/faostat/fr/#data/QC/visualize
https://memento.ctifl.fr/fiche/legumes/carotte
https://www.franceagrimer.fr/fam/content/download/63689/document/chiffres%20cl%C3%A9s%20FL%202018.pdf?version=1*
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1 : Germination de la conidie, 2 : Pénétration directe ou via une blessure, 3 : Invasion des tissus foliaires et 

caulinaires, 4 : Apparition de lésions précoces, 5 : Sporulation, production de nouvelles conidies sur tissus 

infectés, 6 : Symptômes prononcés de brûlure, 7 : Infection de nouvelles plantes, 8 : Conservation de 

l’inoculum primaire pendant l’hiver, 9 : Inoculum primaire capable d’infecter une nouvelle plante. Illustration 

réalisée avec BioRender.com et adaptée d’après Agrios, 2005. 

  

Figure 1 : Cycle de vie et symptômes causés par Alternaria dauci sur son hôte, la carotte cultivée Daucus 

carota 
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1.2.2. Alternaria dauci 

D. carota est la cible de divers agents phytopathogènes susceptibles de réduire les rendements ou la 

qualité du produit. Parmi ces bioagresseurs se retrouve le champignon phytopathogène Alternaria dauci, agent 

causal de l’Alternariose, brûlure foliaire chez la carotte.  

A. dauci est un ascomycète nécrotrophe*, de la classe des Dothideomycètes, famille des 

Pleosporaceae. Environ 300 espèces du genre Alternaria ont été identifiées dans le monde, certaines 

phytopathogènes comme A. alternata, A. bracissicola et A. citri (Lee et al., 2015). Le cycle de développement 

d’A. dauci (fig. 1) est asexué et polycyclique*. L’inoculum primaire* se présente sous forme de conidies* 

mélanisées et allongées ou de mycélium*. Ses principaux réservoirs sont les débris de culture, les carottes 

sauvages et les semences, favorisant sa propagation. Lorsque les conditions climatiques sont propices 

(températures et hygrométrie élevées (Pawelec et al., 2006)) des tubes germinatifs émergent de la conidie et 

envahissent les tissus sous-jacents via des pseudoappressoria* (Boedo et al., 2008) ou à travers des 

blessures. Le champignon induit la mort des cellules végétales et la maladie se manifeste alors par l’apparition 

de lésions nécrotiques brunes bordées d’un halo chlorotique sur les limbes et pétioles. Les conidies produites 

au niveau de ces lésions constituent l’inoculum secondaire*, capable d’infecter différents organes de la plante 

et d’autres plantes environnantes. La capacité de ce champignon à produire des symptômes chez de 

nombreuses dicotylédones témoigne de son large spectre d’hôtes (Boedo et al., 2012). 

L’Alternariose est la maladie foliaire de la carotte la plus préjudiciable économiquement, engendrant 

des pertes de 40% à 99% (Vintal et al., 1999) dues principalement à la destruction du feuillage induisant une 

diminution de la photosynthèse et des difficultés à la récolte (Watson et al., 2017). Elle est donc la cible de 

méthodes de lutte préventives prophylactiques et culturales, basées principalement sur la destruction des 

débris végétaux, la rotation des cultures et la gestion de l’apport azoté (basé sur les besoins de la culture, de 

l’ordre de 120 kg N. ha-1) dont la diminution favorise le développement de la maladie (Vintal et al., 1999). La 

lutte physique est également efficace, par l’obtention de semences saines (traitement à l’eau chaude ou à la 

vapeur d’eau (Koch et al., 2010)). Des molécules chimiques fongicides peuvent aussi être utilisées, comme 

l’ioprodione en enrobage de semences (Maude et al., 1992) ou le difénoconazole et le chlorothalonil (Ben-

Noon et al., 2001) en traitement curatif. Ces molécules présentant des risques d’écotoxicité*, des alternatives 

de biocontrôle sont recherchées. L’utilisation de Clonostachys rosea comme antagoniste d’A. dauci a ainsi 

montré une inhibition de 50% du taux de contamination d’un lot de semence (Koch et al., 2010).  Enfin, 

concernant la lutte génétique, il faut noter que les résistances identifiées contre A. dauci sont quantitatives 

(Boedo et al., 2010) et impliquent donc plusieurs gènes, correspondant à des Loci de Résistance Quantitative 

(QRL) (Le Clerc et al., 2009). L’amélioration de la carotte passe ainsi par un cumul de ces QRL dans un fond 

génétique d’intérêt, ou « pyramidage » et justifie l’intérêt d’identifier les déterminants génétiques de cette 

résistance ainsi que de comprendre les mécanismes mis en jeu chez les deux partenaires de ce pathosystème. 

1.3. Agressivité d’A. dauci et résistances : rôle de l’aldaulactone 

1.3.1. Déterminants centraux du pouvoir pathogène du genre Alternaria : les toxines 

En fonction de la stratégie parasitaire adoptée par l’agent pathogène, les déterminants de 

pathogénicité diffèrent. Les nécrotrophes, comme A. dauci, produisent des toxines, molécules de faible poids 
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Figure 2 : Comparaison des structures des toxines à lactone macrocyclique similaires à l’aldaulactone, toxine 

produite par le champignon phytopathogène Alternaria dauci 

A : Zéaralénone, B : 10,11-déhydrocurvularine, C : Aldaulactone, structure proposée par Courtial et al. (2018)   
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moléculaire issues du métabolisme secondaire, entrainant la mort des cellules végétales. Elles sont classées 

en deux catégories : les toxines hôte-spécifiques (HST (Pringle et Scheffer, 1964)), définissant le spectre 

d’hôtes de l’agent nécrotrophe et la composante qualitative de son pouvoir pathogène ; et les toxines non-

hôte spécifiques (NHST), toxiques sur une large gamme d’espèces et responsables de l’agressivité du 

champignon. Les deux types existent chez le genre Alternaria, avec plus de 250 métabolites correspondants 

identifiés, la plupart toxiques sur plantes (Lou et al., 2013). 

A. dauci produit potentiellement des HST et NHST mais son large spectre d’hôtes suggère que les HST 

sont peu déterminantes dans son pouvoir pathogène (Lecomte et al., 2014). Les premières études sur le sujet 

étaient focalisées sur le zinniol, une NHST jugée responsable de la majeure partie des symptômes de 

l’alternariose, hypothèse depuis remise en cause (Lecompte et al., 2014). L’étude de Courtial et al. (2018) a 

permis l’identification d’une nouvelle toxine susceptible de tenir ce rôle, l’aldaulactone. 

1.3.2. Toxines et résistances partielles 

Les résistances totales, du fait de leur apparente simplicité et efficacité, ont été largement étudiées 

et sélectionnées au xxe siècle. Les résistances partielles ou quantitatives, comme celles de la carotte face à A. 

dauci, connaissent un engouement plus récent pour leur durabilité, bien que les mécanismes en jeu restent 

mal connus. Poland et al. (2009) proposent cependant de classer les résistances partielles en six catégories, 

dont l’une d’elles implique la notion de « guerre chimique », soit la production de métabolites secondaires par 

les deux partenaires de l’interaction (dont les toxines) et les mécanismes de résistances associés. 

Des gènes codant des protéines impliquées dans la résistance aux toxines ont été mis en évidence 

dans le pathosystème tomate/A. alternata f. sp. lycopersici (Spassieva et al., 2002) et correspondent à des 

résistances qualitatives. Plus récemment, une corrélation entre la résistance à une toxine et une résistance 

partielle à une maladie a été mise en évidence par l’équipe FungiSem dans le pathosystème Alternaria 

dauci/Daucus carota (Lecomte et al., 2014). L’étude de Courtial et al. (2018) suggère que la résistance de la 

carotte à ce pathogène implique des mécanismes de résistance à l’aldaulactone. Une corrélation entre 

l’agressivité des souches d’A. dauci et leur production d’aldaulactone a aussi été montrée. Ces résultats font 

apparaître l’aldaulactone comme potentielle composante majeure du pouvoir pathogène d’A. dauci et clé dans 

la compréhension des mécanismes de résistance partielle contre des toxines fongiques. 

1.3.3. L’aldaulactone 

L’aldaulactone, caractérisée par le SONAS lors des travaux de Courtial et al. (2018), est un polycétide 

original présentant une structure de type benzenediol lactone. Plus explicitement, elle est constituée d’une 

lactone macrocyclique à 10 sommets et un noyau benzène portant deux fonctions alcool (fig. 2). Les 

polycétides sont des métabolites secondaires provenant de la condensation itérative de sous-unités acétyle 

ou malonyle effectuée par des enzymes spécialisées et modulaires, les polycétides synthases ou PKS. 

L’aldaulactone présente une forte homologie structurale avec deux autres toxines dont la voie de 

biosynthèse est connue : la zéaraléone produite par Gibberella zeae (Urry et al., 1966) et la 

déhydrocurvularine par Alternaria cinerariae (Arai et al., 1989) (fig. 2). Pour ces composés, elle fait intervenir 

deux PKS codées par des gènes d’un même cluster, la première hautement réductrice (HR) et la seconde, non 

réductrice (NR). Les analyses bio-informatiques de Courtial (2018) sur le génome d’A. dauci ont révélé deux 
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Figure 3 : Voie de biosynthèse hypothétique de l’aldaulactone 

ACP : Acyl Carrier Protein, AT : Acyltransférase, DH : Déhydratase, ER : Enoyl-réductase, KR : Keto-réductase, 

KS : Kétide Synthase, MO : Mono-Oxygénase, MT : Méthyltransférase, NpgA : PPTase d’Aspergillus nidulans. 

PKS : Polykétide Synthase, PPTase : Phosphopantetheinyl transférase, PT : Product template, SAT : Starter-

unit Acyltransférase, TE : Thioestérase. I, II et III : réactions de réduction dont l’enchainement n’est pas 

connu. Flèches pointillées : condensations (de Claisen si spécifié) 
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gènes candidats, PKS7 (HR-PSK) et PKS19 (NR-PKS) dans un même cluster. Une voie de biosynthèse de 

l’aldaulactone a donc été proposée (fig. 3). Dans ce modèle, les deux PKS produisent un précurseur, à partir 

d’un acétyl et de 2 malonyl-CoA (PKS7) et d’un acétyl et trois malonyl-CoA (PKS19). Cette étape implique 

d’abord les domaines AT (Acyltransférase) des deux PKS, qui activent par acylation les unités constitutives, 

puis les domaines KS (ketosynthase) et ACP (Acyl carrier protein), le premier permettant de fixer l’unité de 

démarrage (acétyl-CoA) et le second, l’unité d’élongation (malonyl-CoA). Il se produit ensuite une 

condensation entre les deux unités et le composé résultant est lié au domaine KS. Au niveau de la PKS7, les 

domaines déhydratase, enoyl réductase et kéto-réductase induisent différentes réductions de la chaine 

aliphatique. Le précurseur généré est transféré au domaine SAT (starter unit acyltransférase) de la PKS19. 

Les deux précurseurs sont ensuite liés et cyclisés au niveau du domaine PT (Product Template) par 

condensation, formant ainsi le squelette carboné de l’aldaulactone. Le polycétide est libéré par le domaine TE 

(Terminal Thioestérase) puis modifié successivement par une méthyltransférase et une mono-oxygénase. Des 

gènes codant de telles enzymes se retrouvent également dans le cluster contenant les gènes PKS7 et PKS19. 

1.3.4. Objectif du stage et missions confiées 

Ce stage s’inscrit dans le cadre du projet Aldautox (FungiSem-QuaRVeg-SONAS, financement RFI 

Objectif Végétal, 2019-2020), construit à la suite des travaux de Julia Courtial (2018) et visant à l’élucidation 

de la voie de biosynthèse de l’aldaulactone. Le sujet est fondé sur ces travaux de thèse et ceux de Ahmed 

Gbenga Hussain et Maiwenn Gadras, stagiaires FungiSem en 2019 et 2020. L’étude d’une voie de biosynthèse 

fait classiquement appel à l’analyse de mutants Knock-Out (KO) pour les gènes candidats codant les enzymes 

impliquées. Or, A. dauci était considéré jusqu’en 2020 comme inapte à la transformation. Cette contrainte a 

été levée grâce au succès de l’adaptation d’un protocole de transformation d’A. brassicicola (Gadras, 2020) 

Dans un premier temps, il s’agira de caractériser les mutants d’A. dauci obtenus (Gadras, 2020), KO 

des domaines KS ou AT de la PKS19 et du domaine AT de la PKS7 par comparaison avec la souche sauvage. 

Cette caractérisation portera à la fois sur l’évaluation de leur production d’aldaulactone, par analyse HPLC des 

milieux de culture fongique, et de leur pouvoir pathogène in planta, par l’analyse des symptômes induits sur 

feuilles de carottes. La première étape permettra de conclure quant à l’implication ou non de ces PKS dans la 

voie de biosynthèse de la toxine, et la seconde de confirmer la corrélation positive établie entre l’agressivité 

d’une souche d’A. dauci et sa production d’aldaulactone. Une transformation sera également menée afin de 

compléter le panel de mutants disponibles. Ainsi, un mutant KO du domaine KS de la PKS7 sera réalisé, ainsi 

qu’un témoin délété dans une région non codante afin de contrôler l’effet de l’introduction d’un gène de 

résistance sur l’agressivité des souches, leur phénotype et leur production d’aldaulactone. 

Dans un second temps, dans la suite des travaux de Maiwenn Gadras, une approche d’expression 

hétérologue* chez Pichia pastoris de PKS7, PKS19 et NpgA (gène d’Aspergillus nidulans codant une 

phosphopantetheinyl transférase essentielle à la production de tout polycétide (Xue et al., 2017)) sera 

poursuivie. Cette levure méthylotrophe*, employée pour la production hétérologue de polycétides en grandes 

quantités (Xue et al., 2017), sera transformée au cours du stage et cela devrait apporter de nouvelles 

informations concernant la voie et les intermédiaires biosynthétiques, objets de futures études de toxicité.  
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Figure 4 : Stratégie de production d’une cassette de résistance par PCR Double Joint pour la transformation 

d’Alternaria dauci et de vérification des mutants obtenus 

Hph : gène codant la résistance à l’hygromycine B, ADNg : ADN génomique. 
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2. Matériels et Méthodes  

2.1. Matériels biologiques et conditions de culture 

2.1.1. Matériel fongique 

Quatre souches d’A. dauci ont été utilisées : une souche sauvage de référence FRA001 (A2, France, 

Maine-et-Loire, 2000, Genbank acc. No. HM481424, HQ403577) et trois mutants KO générés à partir de cette 

souche : AdFRA001ΔPKS19-KS4 pour le domaine KS de PKS19 ; AdFRA001ΔPKS19-AT2, pour le domaine AT 

de la PKS19 et AdFRA001ΔPKS7-AT1 pour le domaine AT de la PKS7 (M. Gadras, 2020). Ces souches sont 

mises en culture (à partir d’explants* conservés à -80°C) sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar, DifcoTM) pour 

le sauvage et PDA hygromycine 5 µg.mL-1 pour les mutants, à 25°C à l’obscurité. 

La levure souche GS115 (ATCC 20864) de Pichia pastoris a également été utilisée. Elle est cultivée à 

30°C sur milieu complet YPD (p/v : 1 % Yeast Extract, 2 % tryptone et 2 % glucose) pour les précultures et 

en milieu minimum (MD, p/v : 1,34 % YNB (Sigma) et 2 % glucose) pour la sélection des clones recombinants. 

2.1.2. Matériel végétal 

Soixante graines de carotte de la variété F1 ‘Presto’ (Vilmorin) ont été semées en trois fois (20 graines 

par semis), à deux semaines d’intervalle entre le 23/04/2021 et le 21/05/2021 et maintenues en serre (18 °C 

de jour avec une ouverture des ouvrants à 20 °C, 16 °C de nuit) sur mélange de tourbe blonde et noire 

(Traysubstrat, recette 092, Klasmann) jusqu’à leur inoculation à partir de laquelle elles sont placées en 

phytotron (16 h de jour (107 µmoles PAR.m-2.s-1), 22 °C jour/19 °C nuit, 60 % d’humidité). 

2.2. Obtention de mutants supplémentaires d’A. dauci 

2.2.1. Dessin des amorces, extraction d’ADN et production de cassettes par PCR Double Joint 

La stratégie d’obtention de mutants KO d’A. dauci est basée sur la production d’une cassette d’ADN 

par PCR double-joint, stratégie proposée par Yu et al. (2004) et décrite dans la figure 4. Cette cassette est 

construite à partir des parties 5’ et 3’ de la séquence ADN du domaine cible à supprimer, ajoutées de part et 

d’autre d’un gène de résistance à l’hygromycine, Hph, codant l’hygromycine B phosphotransférase. Cette 

cassette est intégrée dans l’ADN génomique d’A. dauci par recombinaison homologue entre les parties 5’ 

identiques de la cassette et du domaine ciblé dans le génome. Cela aboutit à l’excision du domaine visé qui 

est remplacé par le gène Hph. Les séquences génomiques à éliminer ont été définies, à savoir le domaine KS 

de la PKS7 d’une part, et une séquence non codante d’autre part, sélectionnée 946 paires de bases (pb) en 

aval de la séquence de PKS7. Cet emplacement a été choisi de manière à éviter une trop grande proximité 

avec un gène, donc le risque d’en compromettre l’expression, ou de se placer dans une région non codante 

sujette à de la régulation épigénétique. Des amorces (fig. 4) ont été dessinées avec le logiciel primer3+ 

(séquences dans le tableau I en Annexe) pour produire les deux cassettes.  

L’ADN génomique de FRA001 a été extrait. Environ 0,5 cm² de mycélium sont prélevés d’une culture 

solide et ajoutés à 100 µL de tampon de lyse (50 mM Tris-HCL pH 7,2, 50 mM EDTA, 3 % p/v SDS, 1 % v/v 

2-mercaptoéthanol) puis chauffés au micro-ondes (850 W, 30 sec) pour rompre les tissus et libérer les acides 

nucléiques. Le mélange est incubé à 80 °C 10 min après ajout de 300 µL de tampon de lyse préchauffé à 80°C 



 Neau Elza | Voie de biosynthèse de l’Aldaulactone, toxine produite par A. dauci    

Tableau I : Programmes PCR pour la production de cassettes de résistance par PCR double-joint 

pb : paires de bases, Tm : melting Temperature (température de fusion des amorces),  : durée indéterminée 

de conservation des produits PCR à basse température dans le thermocycleur. 

 PCR1 PCR2 PCR3 

Température Durée 
 

Température Durée 
 

Température Durée 
 

Dénaturation 
98 °C 30 s 94 °C 2 min 98 °C 30 s 

98 °C 10 s 94 °C 30 s 98 °C 10 s 

Hybridation 
Tm des 
amorces 

30 s 58 °C 10 min 
Tm des 
amorces 

30 s 

Elongation 
72 °C 

30 s / 
1000 
pb 

72 °C 5 min 72 °C 
30 s / 
1000 
pb 

72 °C 5 min 72 °C 10 min 72 °C 5 min 

Conservation 15 °C  15 °C  15 °C  

 

  

x30 x15 x35 
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puis additionné d’un volume de Phenol/Chloroform/Isoamyl Alcohol, 25:24:1 (v/v) pour éliminer les protéines. 

Après centrifugation (15 min à 15 000 g) la phase aqueuse est récupérée et l’ADN est précipité par ajout 

d’acétate de potassium (0,1 M) et 0,5 volume d’isopropanol, incubé 5 min sur glace et centrifugé 10 min à 

10 000 g. Le culot est lavé à l’éthanol 80 % puis centrifugé de nouveau (5 min, 10 000 g), séché (Speed-vac 

Uniequip, 5 min) et repris dans 100 µL de TE (10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0). 

 Enfin, les cassettes sont mises au point lors de trois réactions de PCR successives (Thermocycleur 

T100, Bio-Rad) avec les produits du pack Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA Polymerase (Thermofisher) 

et les amorces adéquates (fig. 4 et Annexe tableau I). Pour chaque réaction, le volume final (Vf) est de 50 µL 

avec Phusion Hot Start 0,02 u.µL-1, DMSO 3 % v/v, Buffer HF 1X, dNTP 0,2 mM chacun, amorces 0,1 µM et 

ADN 1 µL. La 1ère PCR amplifie individuellement les parties flanquantes 5’ et 3’ du domaine cible à partir de 

l’ADN génomique de FRA001 ainsi que le gène Hph à partir du plasmide pCB1636 (Annexes tableau II, 

(Sweigard et al., 1995)). Les produits PCR1 obtenus sont purifiés avec le kit NucleoSpin PCR and gel Clean Up 

(Macherey-Nagel). La 2e PCR (PCR2) lie les produits de la première pour former la cassette (ADN = produits 

PCR1 purifiés). La dernière PCR permet d’amplifier la cassette (ADN = produits PCR2). Les programmes des 

trois PCR sont présentés dans le tableau I. La cassette est ensuite purifiée avec le kit NucleoSpin. 

2.2.2. Production des protoplastes 

Une préculture de conidies d’A. dauci (minimum 80 Ufc.mL-1) dans 100 mL de PDB (Potato Dextrose 

Broth, DifcoTM, 24 g.L-1) est initiée 15 h en amont (24 °C, 175 r.p.m.) sur plateau rotatif (MINITRON®, Infors 

HT). Les protoplastes* sont préparés à partir du mycélium collecté par centrifugation (10 min, 1 700 g) et 

lavé dans du NaCl 0,7 M puis centrifugé de nouveau (10 min, 1 700 g). Ce lavage est réitéré puis le mycélium 

est digéré dans 20 mL de solution de Driselase (Sigma D9515-5G, 20 mg.mL-1) et Kitalase (Wako 1W114-

0037, 10 mg.mL-1) préparée dans du NaCl 0,7 M. Le mélange est agité toutes les 30 min pendant 6 h. 

2.2.3. Transformation et sélection 

Les protoplastes sont collectés par centrifugation (7 min, 1 700 g) puis re-suspendus dans 10 mL de 

tampon STC (1,2 M Sorbitol, 10 mM Tris pH 7,5, 50 mM CaCl2). Après une nouvelle centrifugation (mêmes 

conditions), les protoplastes sont re-suspendus dans 0,5 à 1 mL de STC à une concentration comprise entre 

106 et 108 protoplastes.mL-1. 10 à 20 ng de cassette NC ou PKS7 sont ajoutés à 500 µL de suspension de 

protoplastes incubée ensuite 20 min sur glace. Du PEG (6 % p/v Polyethylene glycol MW 3350 (Sigma-Aldrich 

P3640), 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM CaCl2) est ajouté en trois fois (200 µL puis 200 µL et 800 µL) et le 

mélange est chauffé dans la main entre chaque ajout, mélangé et incubé 5 min sur glace puis additionné 

d’1 mL de STC. 250 µL de suspension de protoplastes sont ensuite ajoutés à 20 mL de milieu de régénération 

(1 M saccharose, 0,1 % p/v extrait de levure, 0,1 % p/v casein hydrolase et 1,6 % p/v agar bactériologique) 

et coulés dans une boîte de Petri (100 mm x 15 mm). Après 24 h, une surcouche de 10 mL d’eau gélosée 

additionnée d’hygromycine B (hygB) à 8 µg.mL-1 est coulée et les boîtes sont maintenues à 24 °C à l’obscurité. 

Après 5 à 7 jours, les transformants résistants à l’hygB sont identifiés par leur capacité à traverser la 

surcouche. Ils sont alors prélevés et repiqués sur milieu PDA additionné d’hygromycine B à 5 µg.mL-1. Les 

mutants sont purifiés ensuite par monosporage*. Un faible nombre de conidies est prélevé puis étalé sur boîte 

de PDA complémenté avec de l’hygromycine 5 µg.mL-1de sorte à obtenir des conidies germées isolées. 
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Tableau II : Programme de PCR de vérification de la conformité des mutants d’Alternaria dauci 

Tm : melting Temperature (température de fusion des amorces),  : durée indéterminée de conservation des 

produits PCR à basse température dans le thermocycleur. 

Température Durée  

95 °C 3 min 

95 °C 30 sec 

Tm des amorces 30 sec 

72 °C 2 min 30 

72 °C 5 min 

15 °C  

 

 

  

x35 
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2.2.4. Vérifications 

Les transformants sont évalués sur le critère de présence/absence de la séquence génomique du 

domaine KS de la PKS7 ou de la séquence non codante sélectionnée, sur la présence et la bonne insertion du 

transgène (fig. 4). Pour cela, l’ADN des mutants est extrait (voir 2.2.1) et la réaction PCR est réalisée dans 

un volume final de 25 µL (GoTaq® G2 Hot Start Polymerase 1,25u, Green Flexi Buffer 1 X, MgCl2 1,5mM 

(Promega) ; dNTP 0,2 mM chacun, amorces 0,1 µM et ADN génomique 1 µL) suivant le programme présenté 

dans le tableau II. La révélation des produits est réalisée par électrophorèse sur gel d’agarose 1,2 % (p/v).  

2.3. Caractérisation des mutants d’A. dauci 

Les mutants AdFRA001ΔPKS19-KS4, ΔPKS19-AT2 et ΔPKS7-AT1 ont préalablement été vérifiés pour 

s’assurer de l’absence de la séquence des domaines AT et KS de PKS19 et AT de PKS7. Cela a été réalisé, 

après extraction de l’ADN des souches (cf 2.2.1), par une réaction PCR (décrite dans le point 2.2.4). 

2.3.1. Détection de la production d’aldaulactone  

a) Production et traitement des exsudats fongiques 

La souche FRA001 et des souches mutantes AdFRA001ΔPKS19-AT2, ΔPKS19-KS4 et ΔPKS7-AT1 sont 

mises en culture liquide. Pour cela, 10 explants de mycélium (5 mm de diamètre) sont prélevés par souche 

sur culture solide et broyés 1 min dans 40 mL de PDB. 60 mL de PDB sont ensuite utilisés pour rincer l’ampoule 

et les 100 mL finaux sont incubés dans un erlenmeyer, 72 h à 24°C à l’obscurité sur un plateau rotatif (250 

r.p.m, MINITRON®, Infors HT). Les milieux de culture sont ensuite filtrés successivement sur membranes de 

nylon (Sefar Nitex, Sefar AG) d’une maille de 200 µm, 25 µm puis 1 µm. Les filtrats sont conservés à 4 °C 

avant l’analyse et après neutralisation du pH (NaOH 0,5 M). Les rétentats sont pesés et conservés à -80 °C. 

 Les filtrats sont soumis à une extraction liquide-liquide dans de l’acétate d’éthyle (EtOAc) 100 % 

(1 vol), répétée 3 fois. La phase organique est séchée avec du sulfate de sodium (Na2SO4) en excès puis filtrée 

sur coton et évaporée sous pression à 40 °C (RotavaporTM, consigne 240 mbar). Le Na2SO4 est rincé avec 

30 mL de EtOAc et à nouveau évaporé. L’extrait organique est rincé trois fois dans 1 mL d’acétone, évaporé 

ensuite (40 °C, 556 mbar) et le séchage complet est atteint en évaporant 10 min à 5 mbar. L’extrait est pesé 

puis remis en solution dans du méthanol qualité HPLC à 5 mg.mL-1 et centrifugé 10 min, 11 000 g. Le 

surnageant est analysé par HPLC. Trois répétitions techniques de l’ensemble du protocole sont programmées. 

b) Analyse qualitative de la production d’aldaulactone 

La détection d’aldaulactone dans les exsudats fongiques est réalisée par chromatographie Liquide 

Haute Performance (HPLC, Shimadzu) avec un détecteur UV. Les extraits préparés ainsi qu’un standard 

d’aldaulactone purifiée sont injectés sur colonne C18 (Uptisphere 120 Å, Liaison : ODB, particules 3 µm, 

Longueur : 150 mm, I.D. : 4,6 mm). La phase mobile est constituée d’eau (solvant A) et de méthanol (solvant 

B). Le gradient de solvant débute avec 90 % A/10 % B à 0 min jusqu’à 100 % de B à 25 min et est maintenu 

à 100 % de B (5 min). Il s’en suit un retour aux conditions initiales (90 % A, 1 min) avec un rééquilibrage de 

9 min. Le débit est de 0,7 mL.min-1. La détection est réalisée sur la totalité du spectre UV et les 

chromatogrammes sont analysés à 305 nm, maximum d’absorbance de l’aldaulactone.  
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Figure 5 : Dispositif expérimental pour l’inoculation en gouttes sur feuilles de carotte non détachées (EN)  

A : détail du dispositif d’inoculation. Une boite de Petri fait office de chambre d’incubation. Elle est ancrée au 

substrat par des étiquettes horticoles. Une encoche est ménagée sur le côté de la boite pour laisser passer le 

pétiole de la feuille. La 3e feuille de chaque plant de carotte (Daucus carota, cultivar Presto) est ainsi placée 

sur un papier buvard dans la chambre d’incubation et maintenue en place à l’aide de trombones lestés par 

des écrous. Sur cette 3e feuille de trois plantes, 40 gouttes de 5 μL de suspension de conidies de la souche 

sauvage d’Alternaria dauci FRA001 ou des mutants PKS7ΔAT, PKS19ΔKS et PKS19ΔAT sont déposées. Un 

témoin négatif est également réalisé en déposant 40 gouttes de 5 µL d’eau additionnée de Tween 20 (0,05 % 

v/v). B : vue d’ensemble du phytotron contenant les 15 plantes inoculées pour la première répétition. 

 

  

 

  

A B 
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2.3.2. Tests pathologiques in planta 

La sporulation des souches sauvage FRA001 et mutantes ΔPKS19-AT2, ΔPKS19-KS4 et ΔPKS7-AT1 

est stimulée par repiquage sur milieu V8 (175 mL de jus de légume V8® Campbell Soup Company, 0,3 % p/v 

CaCO3, 1,5 % p/v agar bactériologique, qsp 1 L avec de l’eau mQ) et maintien deux semaines à 24 °C, à 

l’obscurité. Une suspension à 200 conidies.mL-1 est ensuite préparée, à partir des cultures, dans de l’eau 

additionnée de 0,05 % v/v de Tween 20 (Sigma-Aldrich). Cette concentration est contrôlée par dépôt de 40 

gouttes de suspension sur milieu PDA et comptage du nombre de colonies s’y développant. Ainsi, le nombre 

de conidies viables déposées est déterminé par la formule suivante : 𝑁𝑐 = 𝐶 × 𝑁𝑔 × 𝑉𝑔 (𝐶 : concentration en 

conidies, 𝑁𝑔 : nombre de gouttes déposées par feuille (généralement 40) et 𝑉𝑔 : volume d’une goutte (5 µL)). 

Des feuilles de plants de carotte Presto âgés de six semaines sont inoculées selon le protocole proposé 

par Boedo et al. (2010). Une chambre d’incubation est réalisée à partir d’une boite de Petri, ancrée au substrat 

par des étiquettes horticoles. Une encoche est ménagée sur le côté de la boite, laissant passer le pétiole de la 

feuille. La 3e feuille de chaque plante, non détachée, est placée sur un papier buvard dans la chambre 

d’incubation et maintenue en place à l’aide de trombones lestés par des écrous de diamètre 6 mm (fig. 5). 

Sur cette feuille, 40 gouttes de 5 μL de suspension de conidies sont déposées. Pour chaque souche d’A. dauci 

testée, 3 répétitions biologiques et 3 répétitions techniques sont effectuées (9 feuilles inoculées par condition 

in fine). Les plantes témoins (mock) sont traitées avec de l’eau additionnée de Tween 20 0,05 % v/v. 

Les symptômes sont évalués 7, 11 et 13 jours après inoculation, par comptage du nombre de 

symptômes (𝑁𝑆 ) apparus sur chaque feuille dans chaque condition. Une valeur de 1 est attribuée à un 

symptôme plus petit que la goutte déposée, et une valeur de 10 à un symptôme plus gros. Le ratio du nombre 

de lésions par conidie viable (𝑆 = (𝑁𝑆 𝑁𝐶⁄ ) × 100) est calculé à chaque date de notation. À l’issue des trois 

lectures, l’AUDPC (Area Under Disease Progress Curve) est calculée selon la méthode des trapèzes (Madden 

et al., 2007) avec la formule : 𝐴𝑈𝐷𝑃𝐶 = (
(𝑆7𝑗𝑜𝑢𝑟𝑠+𝑆11𝑗𝑜𝑢𝑟𝑠)

2
× (11 − 7)) + (

(𝑆11𝑗𝑜𝑢𝑟𝑠+𝑆13𝑗𝑜𝑢𝑟𝑠)

2
× (13 − 11)) 

L’analyse statistique des résultats d’agressivité est réalisée avec le logiciel R (packages dplyr (in 

tydiverse), rstatix, ggpubr, ggplot2) et consiste en une ANOVA suivie d’un test post-hoc de Tukey (Différence 

Significative Honnête ou DSH). S’agissant d’un test paramétrique, la normalité de la variable AUDPC est 

vérifiée au préalable par un test de Shapiro-Wilk et l’homoscédasticité est contrôlée visuellement par une 

représentation des résidus en fonction des valeurs prédites par le modèle et confirmée par un test de Levene. 

2.4. Expression hétérologue chez Pichia pastoris 

2.4.1. Construction plasmide pPIC9.6-PKS19-NpgA 

Le plasmide pPIC9-PKS19-NpgA (Annexes fig. 2) est obtenu en plusieurs étapes. Tout d’abord, PKS19 

et NpgA sont amplifiés par PCR à partir des plasmides pPIC9-PKS19 et pPIC9-NpgA (Vf = 25 µL, GoTaq® G2 

Hot Start Polymerase 1,25 U.µL-1, Green Flexi Buffer 1 X, MgCl2 1,5 mM (Promega) ; dNTP 0,2 mM chacun, 

amorces 0,1 µM et 1 µL de plasmide pPIC9-PKS19 ou pPIC9-NpgA). Les produits PCR sont ensuite révélés par 

électrophorèse sur gel d’agarose 1,2% p/v et purifiés à partir du gel avec le kit NucleoSpin, PCR and gel Clean-

Up (Macherey-Nagel). Les inserts PKS19 et NpgA ainsi obtenus sont ligués dans le vecteur pPIC9 (Annexes 

fig. 1 et tableau II) préalablement digéré par SacI (Vf = 20 µL ; SacI 0,5 U.µL-1, CutSmart Buffer (NEB) 1 X, 
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Tableau III : Programme de PCR sur colonies d’Escherichia coli JM109 pour la vérification de la 

transformation par pPIC9-PKS19-NpgA 

Tm : melting Temperature (température de fusion des amorces),  : durée indéterminée de conservation des 

produits PCR à basse température dans le thermocycleur. 

Température Durée  

94 °C 10 min 

94 °C 30 sec 

Tm des amorces 30 sec 

72 °C 1 min 

72 °C 7 min 

6 °C  

 

  

x35 
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pPIC9 0,1 µg.mL-1, 37 °C, 2 h) et NotI (Vf = 50 µL : NotI = 0,2 U.µL-1, Cutsmart Buffer 1 X, pPIC9 digéré par 

SacI 0,04 µg.mL-1, 37 °C, 2 h) et purifié sur gel de la même manière. La ligation est réalisée avec le Kit 

ClonExpress MultiS One Step Cloning (VazymeTM) en suivant les instructions du fournisseur.  

2.4.2. Transformation d’E. coli JM109 avec pPIC9.6-PKS19-NpgA  

La souche d’E. coli JM109 (Promega) est transformée par choc thermique avec le plasmide préparé 

précédemment. Pour cela 5 µL de mélange de ligation sont additionnés à 50 µL de bactéries compétentes, le 

mélange est incubé à 4 °C, 30 min puis soumis à un choc thermique à 42 °C, 45 s. Après une incubation de 

10 min à 4 °C, 450 µL de milieu SOC (Tryptone 2 %, Extrait de levure 0,5 %, NaCl 10 mM, KCl 10 mM, MgCl2 

20 mM et glucose 20 mM) sont ajoutés et le mélange est incubé 1 h à 37 °C. Après centrifugation (1 min, 

5 000 g) et élimination du surnageant, 50 µL sont étalés sur boîte de milieu LB (Tryptone 1 % p/v, Extrait de 

levure 0,5 %p/v) à 20 g.L-1, additionné d’agarose 1,5 % p/v et d’ampicilline 50 mg.L-1. Le lendemain, plusieurs 

colonies sont sélectionnées au hasard et sur les boîtes, re-suspendues dans 10 µL d’eau stérile et soumises à 

une PCR de vérification (programme tableau III) visant à amplifier NpgA et PKS19 (Vf = 25 µL, GoTaq® G2 

Hot Start Polymerase 1,25 u, Green Flexi Buffer 1 X, MgCl2 1,5 mM (Promega) ; dNTP 0,2 mM chacun, 

amorces 0,1 µM et suspension de colonie 3 µL). En fonction du résultat, les colonies sont striées sur milieu 

LB-ampicilline 50 mg.L-1 et cultivées une nuit dans 10 mL de 2YT (Bacto-tryptone 1,6 % p/v, Extrait de levure 

1 % p/v, NaCl 0,5 %) additionnés d’ampicilline 50 mg.L-1, à 37 °C et 250 r.p.m (MINITRON®, Infors HT). 

L'extraction et la purification des plasmides amplifiés chez E. coli sont réalisées à l'aide du kit 

NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) puis ceux-ci sont digérés par SacI (Vf = 20 µL ; SacI 0,5 U.µL-1, 

CutSmart Buffer (NEB) 1 X, plasmide 0,01 à 0,05 µg.mL-1, 37 °C, 2 h). La digestion est vérifiée par 

électrophorèse sur gel d’agarose 1,2% p/v. Si la construction est correcte, quatre fragments de 8776, 4802, 

1577 et 678 pb sont observés (carte du plasmide en Annexes fig. 2) 

2.4.3. Préparation du plasmide pPIC9.6-PKS19-NpgA et transformation Pichia pastoris G115  

Une culture d’E. coli recombinantes est menée en ensemençant 100 mL de 2YT (Tryptone 16 g.L-1, 

Yeast extract 10 g.L-1, NaCl 5 g.L-1) supplémentés en ampicilline (50 µg mL-1) avec le clone d’intérêt. La culture 

est maintenue une nuit à 37°C et 250 r.p.m (MINITRON®, Infors HT). Une fois la DO à 600 nm supérieure à 

4, toute la culture est utilisée pour extraire et purifier le plasmide avec le kit NucleoBond Xtra midi (Macherey-

Nagel™) en suivant les indications du fournisseur, pour une élution finale dans 200 µL. Le plasmide ainsi 

obtenu est digéré par HpaI (Vf = 100 µL, HpaI 0,1 U.µL-1, CutSmart Buffer (NEB) 1 X et 20 µg de plasmide, 

37 °C pendant 2 h minimum). La digestion est ensuite vérifiée sur gel d’agarose 1,2 % p/v puis le plasmide 

est purifié avec le kit NucleoSpin, PCR and gel Clean-Up (Macherey-Nagel) avec les adaptations suivantes 

(liées à la grande taille du plasmide) : le tampon d’élution, préchauffé à 70 °C, est incubé 5 min à 70 °C sur 

colonne. Deux centrifugations sont réalisées pour l’élution : à 100 g (1 min) puis à 11 000 g (1 min). 

En parallèle une préculture de Pichia pastoris souche GS115 est initiée dans 100 mL de YPD (Extrait de 

levure 1 % p/v, peptone 2 % p/v, dextrose 2% p/v) de manière à obtenir une DO à 600 nm comprise entre 

1,3 et 1,5 au moment de la transformation. La culture est alors centrifugée (5 min, 2 000 g, 4 °C) et le culot 

re-suspendu dans 50 mL d’eau stérile à 4 °C puis dans 25 mL d’eau stérile à 4 °C, 10 mL et 1 mL de sorbitol 

1 M à 4 °C, avec une centrifugation de 5 min, 2 000 g (4 °C) entre chaque re-suspension. 80 µL de suspension 
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Figure 6 : Gels d’électrophorèse (agarose 1,2%) des produits PCR amplifiés à partir de l’ADN des mutants 

PKS7KS (A) et NC d’Alternaria dauci et de la souche sauvage FRA001 (C) 

pb : paires de bases, M : marqueur de taille 1 kb (kilo paires de bases). 1 : Internal Transcribed Spacer 

(amorces 3338/3059, Annexe tableau I) pour le contrôle de l’extraction d’ADN et de l’efficacité de la PCR; 2 : 

gène de résistance Hph (1606/1607) ; 3 : domaine KS de PKS7 (3352 /3353) ; 4 : séquence 5’ du domaine 

KS et partie interne de Hph (3346/3336) ; 5 : séquence 3’ du domaine KS et partie interne de Hph (3337/3363) 

; 6 : séquence d’ADN génomique non codante (3360/3361) ; 7 : séquence 5’ de la séquence non codante et 

partie interne de Hph (3354/3336) ; 8 : séquence 3’ de la séquence non codante et partie interne de Hph 

(3337/3365). Les produits PCR des pistes 4 ;5 ;7 et 8 permettent de vérifier l’insertion du gène de résistance. 

 

 

 

Figure 7 : Phénotypes de la souche FRA0001 d’Alternaria dauci et des mutants PKS7ΔKS et ΔNC observés au 

microscope photonique 

Mycélium (A, objectif 10) et conidies (B, objectif 40). Le mycélium a été observé après germination de conidies 

sur couche de 1 mm de milieu PDA (Potato Dextrose Agar) coulée sur lame de verre. Les conidies proviennent 

de cultures menées sur milieu de sporulation au jus de carotte V8. H : hyphes septés, B : bec filiforme terminal 

caractéristique des conidies d’A. dauci.  
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de levures ainsi obtenue sont additionnés de 4 ou 8 µg de plasmide pPIC9-PKS19-NpgA linéarisé. Les deux 

mélanges sont transférés dans des cuves d’électroporation placées dans le MicroPulser Electroporator (Bio-

Rad). Une décharge de 2 kV est appliquée pendant 5,5 ms puis 1 mL de sorbitol stérile 1 M est ajouté aux 

suspensions. Après une nouvelle centrifugation (mêmes conditions), 900 µL de surnageant sont retirés et le 

reste est étalé sur boîte de milieu MD. Les colonies sont observées après 2 à 4 jours à 30 °C. 

3. Résultats 

3.1. Obtention de mutants supplémentaires d’A. dauci 

Une fois transformés avec la cassette de résistance, régénérés et sélectionnés sur milieu supplémenté 

en hygromycine, les mutants, a priori délétés au niveau de la séquence génomique du domaine KS de la PKS7 

(PKS7KS) ou au niveau d’une séquence d’ADNg non codante (NC), ont été soumis à une PCR de vérification. 

La figure 4 illustre les différentes approches PCR utilisées pour vérifier la transformation (amplification du gène 

de résistance Hph), l’insertion en 5’ (amplification de la partie 5’ du domaine cible et de la partie interne du 

gène Hph) et en 3’ (amplification de la partie interne du gène Hph et de la partie 5’ du domaine cible) ainsi 

que la pureté du mutant (amplification de la séquence génomique a priori délétée). Les amplifiats issus de ces 

PCR de vérification de mutants sont contrôlés après migration par électrophorèse sur gel d’agarose.  

La figure 6 présente l’aspect de ces gels. La présence d’une bande dans une piste indique une 

amplification de la séquence d’ADN génomique ciblée par les amorces utilisées. Les ITS (Internal Transcribed 

Spacer), séquences communes à toutes les espèces fongiques, ont été également ciblées par PCR. Ces 

séquences sont amplifiées (pistes 1, fig. 6A, B et C) chez le sauvage comme chez les mutants, ce qui atteste 

de l’efficacité de l’extraction d’ADN et du bon déroulement de la PCR. Chez les mutants PKS7ΔKSA , C et D 

ainsi que chez les mutants NCA, B et C, le gène de résistance a été amplifié (pistes 2, fig. 6A, B) tandis qu’il 

ne l’est pas chez le sauvage (fig. 6C). La transformation a donc été effective.  

Chez les mutants PKS7ΔKSA et C, la séquence du domaine KS de la PKS7 n’a pas été amplifiée tandis 

qu’elle l’est avec la souche sauvage (fig. 6A et C, pistes 3) et le mutant PKS7ΔKSD. PKS7ΔKSA et C sont donc 

purs tandis que le mutant D doit subir un nouveau monosporage. Les amplifiats PCR témoignant de l’insertion 

en 3’ (pistes 4) ont été obtenus pour les trois mutants, tandis que ceux témoignant de l’insertion en 5’ ne sont 

observés que chez le mutant D (piste 4). Néanmoins, l’amplification de 5’-Hph ou de Hph-3’ seule suffit pour 

conclure de la bonne insertion du gène de résistance (Colou, communication personnelle).  

L’observation de la figure 6.B permet de statuer sur la pureté des trois mutants NCA, B et C par 

l’absence d’amplification de la séquence d’ADN non codante ciblée (pistes 3), amplification retrouvée chez le 

sauvage (fig. 6C, piste 6). Ces mutants présentent également une amplification Hph-3’ témoignant d’une 

insertion conforme du gène Hph au niveau de la séquence génomique ciblée.  

Ces différents résultats permettent de conclure que, conformément aux objectifs initiaux, des mutants 

KO du domaine KS de la PKS7 ainsi que des mutants « témoins » d’insertion de la cassette de résistance dans 

de l’ADN non codant ont bien été obtenus au cours du stage et pourront être introduit dans de futures analyses. 

Une observation phénotypique des mutants a également été réalisée (fig. 7). La figure 7A illustre le 

développement du mycélium chez deux mutants en comparaison avec la souche sauvage et la figure 7 B, les 
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mAU : milli absorbance unit (arbitraire). Les profils sont présentés superposés (base-shift) pour une meilleure 

lisibilité, leur valeur d’absorbance à T0 est donc arbitraire et doit être considérée nulle. Le focus est effectué 

au temps de rétention du pic majoritaire du standard d’aldaulactone. 1, 2 et 3 : exemples de pics différentiels 

présents dans les profils des extraits des mutants et absents du profil de l’extrait sauvage. 

 

 

Figure 9 : Symptômes causés par les différents mutants testés et la souche sauvage d'Alternaria dauci sur 

feuilles de carottes, 13 jours après inoculation 

PKS7ΔAT, PKS19ΔAT et PKS7ΔKS sont des souches mutantes des domaines AT et KS des PKS7 et 19, générées 

à partir de la souche sauvage FRA001. 40 conidies ont été déposées sur feuilles non détachées de Daucus 

carota, cultivar Presto, maintenues en conditions de jour long (16h de jour, 22°C jour/19°C nuit, 60% 

d’humidité) pendant 13 jours. Les flèches noires indiquent les symptômes importants observés. 

Figure 8 : Chromatogrammes HPLC-UV (305 nm) des extraits organiques des milieux de culture des souches 

d’Alternaria dauci mutantes PKS7AT, PKS19AT et PKS19KS, de la souche sauvage FRA001 et d’un 

standard d’aldaulactone 

1 

2 

3 
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conidies produites. L’organisation du mycélium comme l’aspect des conidies sont similaires entre sauvage et 

mutants. La mutation ne présente donc pas de fort effet sur le phénotype du champignon. 

3.2. Caractérisation des mutants préexistants 

3.2.1. Détection de l’aldaulactone dans les extraits de cultures fongiques  

Les extraits de milieux de culture liquide des mutants d’A. dauci AdFRA001ΔPKS19-KS4, ΔPKS19-AT2 

et ΔPKS7-AT1 ainsi que la souche sauvage FRA001 ont été analysés par HPLC et le chromatogramme obtenu 

est présenté dans la figure 8. Sur ce dernier, différents pics se distinguent, correspondant à des composés 

absorbant dans l’UV (à 305 nm) et produits par les souches mutantes et sauvage. L’extrait standard 

d’aldaulactone présente un pic très majoritaire pour un temps de rétention de 18 min sur la colonne. Ce pic 

est attribué à la molécule d’aldaulactone, conformément aux résultats obtenus par Courtial et al. (2018).  

En premier lieu, le profil HPLC de l’extrait issu de la culture de FRA001 est comparé avec le profil du 

standard. Un certain nombre de composés UV-actifs sont détectés dans cet extrait, correspondant aux pics 

apparents. En particulier, un pic présentant un temps de rétention de 18 min est détecté. L’aire sous la courbe 

de celui-ci est supérieure à 20% de celle du pic majoritaire de l’extrait, le distinguant du bruit de fond. Il s’agit 

donc bien d’un composé. De plus, son temps de rétention correspond à celui du standard, il peut en être déduit 

qu’il s’agit de l’aldaulactone. De plus, le spectre UV de ce composé montre le même profil que celui du pic 

majoritaire du standard d’aldaulactone (données non présentées) avec des maxima d’absorbance autour de 

210 et 300 nm. De cela, il peut être conclu que la souche FRA001 produit bien de l’aldaulactone. 

En second lieu, les profils HPLC des souches mutantes ΔPKS19-KS4, ΔPKS19-AT2 et ΔPKS7-AT1 sont 

considérés. Par comparaison avec le profil HPLC de FRA001 et du standard d’aldaulactone, il apparaît 

clairement que les profils mutants ne présentent pas de pic associé à un temps de rétention correspondant à 

la molécule d’aldaulactone (fig. 8, focus). Ces résultats préliminaires amènent à conclure que les mutants 

ΔPKS19-KS4, ΔPKS19-AT2 et ΔPKS7-AT1 ne produisent plus d’aldaulactone, confirmant certaines hypothèses 

émises concernant la voie de biosynthèse de cette toxine et en particulier l’implication des deux PKS, 7 et 19. 

Il est à noter cependant que la répétabilité de ces résultats devra être évaluée avec de prochaines répétitions. 

Enfin, il est possible de distinguer, entre les profils HPLC, des pics différentiels (1, 2 et 3 notés en 

exemple fig. 8), soit des pics présents dans les profils mutants et pas dans le profil sauvage, susceptibles de 

correspondre à de potentiels intermédiaires de biosynthèse. 

3.2.2. Tests pathologiques in planta 

Le second volet de caractérisation des mutants cités consiste en une étude de l’effet des mutations en 

question sur le pouvoir pathogène du champignon. Compte tenu des conclusions précédentes, il s’agit d’étudier 

l’effet de l’abolition de la production d’aldaulactone sur ce paramètre. La figure 9 illustre les résultats obtenus, 

13 jours après inoculation, pour la première répétition. L’aire sous la courbe d’évolution de la maladie (AUDPC, 

Area Under Disease Progression Curve) a été calculée et traduit de l’agressivité de chaque souche (fig. 10). 

Des tendances se dégagent de l’observation de ces résultats. En effet, les trois mutants semblent moins 

agressifs que le sauvage, avec une AUDPC moyenne a priori réduite de 53% chez PKS19ΔKS, 80% chez 
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Figure 10 : Agressivité des différentes souches sauvage (FRA001) et mutantes (PKS7ΔAT, PKS19ΔKS et 

PKS19ΔAT) d’Alternaria dauci inoculées sur feuilles de carottes 

Agressivité exprimée en quantité de symptômes, traduite par la valeur de l’aire sous la courbe d’évolution de 

la maladie (Area Under Desease Progression Curve, AUDPC) déterminée par lecture des symptômes 7, 11 et 

13 jours après inoculation, par la formule 𝐴𝑈𝐷𝑃𝐶 = (
(𝑆7𝑗𝑜𝑢𝑟𝑠+𝑆11𝑗𝑜𝑢𝑟𝑠)

2
× (11 − 7)) + (

(𝑆11𝑗𝑜𝑢𝑟𝑠+𝑆13𝑗𝑜𝑢𝑟𝑠)

2
× (13 − 11)). S 

correspond au ratio du nombre de lésions par conidie viable déterminé à chaque date de lecture des 

symptômes. Barres verticales : erreurs standards, ns : non significatif (ANOVA), losanges de couleur : AUDPC 

moyenne pour chaque souche inoculée. 

 

 

 

Figure 11 : Gels d'électrophorèse (agarose 1,2%) des produits PCR issus de l'amplification des gènes PKS19 

et NpgA sur colonies d'Escherichia coli transformées avec pPIC9-PKS19-NpgA (A) et des produits de 

digestion par SacI des plasmides extraits de ces colonies (B) 

pb : paires de bases, M : marqueur de taille 1 kb (kilo paires de bases). #numéro : identifiant des clones d’E. 

coli transformés avec pPIC9-PKS19-NpgA, soumis à la PCR de vérification sur colonie (amorces 3140/3141 

pour NpgA et 3272/3275 pour PKS19, voir Annexes tableau I) (A) et utilisés pour l’extraction des plasmides 

ensuite digérés par l’enzyme de restriction SacI (B). 
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PKS7AT et 95% chez PKS19AT par rapport à celle obtenue avec FRA001 (fig. 10). En revanche, ces 

tendances ne sont pas conclusives étant donné l’absence de significativité de l’effet souche (testé avec une 

Analyse de Variance à 1 facteur) dans un modèle AUDPC = effet souche + ε (résidus du modèle). Il n’est donc 

pas possible, avec les données disponibles actuellement, de statuer sur une différence effective d’agressivité 

entre souches mutantes et sauvage. Cette absence de significativité est attribuable au faible nombre de 

données acquises à ce jour, puisque seules celles de la première répétition biologique, soit les AUDPC de 3 

feuilles par condition (4 feuilles pour le mutant PKS19ΔKS et 2 pour PKS7ΔAT), sont prises en compte, du fait 

de contraintes inhérentes au calendrier établi pour les essais in planta. Néanmoins, l’obtention de différences 

significatives entre conditions peut être envisagée par l’intégration de l’ensemble des données sur les trois 

répétitions techniques et biologiques, soit 9 observations de la variable AUDPC par condition. 

En l’occurrence, si la tendance se maintient et que les différences se révèlent significatives à l’avenir, il 

sera possible de conclure que les trois mutants présentent effectivement une agressivité réduite par rapport 

à la souche sauvage. L’abolition de la production d’aldaulactone par inactivation des gènes des PKS7 et PKS19 

pourrait alors être formellement reliée à une réduction de l’agressivité d’A. dauci, ce qui attesterait le rôle de 

de cette toxine comme élément clé dans le pouvoir pathogène du champignon. Sur la base de ces suppositions 

de maintien de tendance et d’obtention de significativité, il serait également possible de statuer sur la 

différence de réduction d’agressivité entre les mutants PKS7AT/PKS19AT et PKS19ΔKS par rapport au 

sauvage. En effet, la différence entre la valeur d’AUDPC obtenue avec PKS19ΔKS et celle obtenue avec FRA001 

apparait moins importance qu’avec les AUDPC calculées pour les deux autres mutants. Si cette tendance est 

confirmée par l’intégration des trois répétitions, cela permettrait de conclure que la mutation en cause  chez 

PKS19ΔKS implique une agressivité résiduelle plus importante que celle de PKS19AT et PKS19ΔKS. Il serait 

alors possible de supposer l’existence d’autres composés toxiques chez ce mutant et absents des deux autres, 

éventuellement des précurseurs de biosynthèse de l’aldaulactone. 

L’observation qualitative de symptômes chez les feuilles inoculées avec PKS19ΔKS, PKS7AT et 

PKS19AT permet néanmoins de conclure que les mutations de PKS7 ou PKS19 n’inactivent pas complètement 

le pouvoir pathogène d’A. dauci. Cela indique que l’aldaulactone n’en est pas la seule composante, suggérant 

l’implication d’autres composés dans la capacité de ce champignon à produire des symptômes sur carotte.  

3.3. Expression hétérologue chez Pichia pastoris 

La deuxième approche mise en place pour étudier la voie de biosynthèse de l’aldaulactone consiste en 

une expression hétérologue des gènes PKS7, PKS19 et NpgA chez P. pastoris. Ce travail nécessite de 

transformer en premier lieu la levure avec pPIC9-PKS19-NpgA puis avec un plasmide contenant PKS7. 

La première étape a pu être menée à bien à ce jour. Celle-ci requérait la transformation préalable d’E. 

coli JM109 pour amplifier le plasmide. Cette transformation effectuée, la présence des deux gènes dans les 

clones obtenus a été vérifiée par PCR et électrophorèse. Les gels sont présentés dans la figure 11.A. Les deux 

gènes ont été amplifiés chez les quatre clones obtenus (bandes correspondant à des fragments d’environ 

800 pb (PKS19) et 1000 pb (Npga)) qui contiennent bien le plasmide pPIC9-PKS19-NpgA avec les deux inserts. 

Ce plasmide a été extrait et la construction vérifiée par digestion avec SacI. Quatre fragments étaient 
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Figure 12 : Photographie des colonies de Pichia pastoris obtenues après transformation avec le plasmide 

pPIC9.6His-PKS19-NpgA (EN) 

Colonies obtenues sur milieu déplété en histidine pour la sélection des clones recombinant His4 (carte de 

pPIC9.6His-PKS19-NpgA Annexes figure 2) après transformation par électroporation avec 4 µg (A) et 8 µg de 

plasmide (B) 
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attendus, de 8776, 4802, 1577 et 678 pb. La digestion du plasmide extrait du clone 2 produit ces quatre 

fragments (fig. 11. B), ce qui signifie que ce clone contient une construction conforme de pPIC9-PKS19-NpgA. 

Le plasmide contenu dans ce clone a été extrait et utilisé pour transformer P. pastoris GS115. Suite à 

la transformation, un nombre conséquent de colonies de P. pastoris s’est développé sur milieu sélectif déplété 

en histidine (fig. 12). La transformation de P. pastoris avec pPIC-PKS19-NpgA (portant le marqueur 

d’auxotrophie pour l’histidine) a donc a priori été effective et devra être vérifiée par PCR. 

4. Discussion 

L’aldaulactone est une toxine récemment identifiée (Courtial et al., 2018) comme un composé 

potentiellement central dans le pouvoir pathogène d’Alternaria dauci sur carottes cultivées. 

L’approfondissement des connaissances sur le sujet est un enjeu important, vers la compréhension des 

interactions en place au sein du pathosystème A. dauci-Daucus carota et ainsi vers des pistes de sélection de 

génotypes de carottes résistants à ce pathogène. En particulier, il a été montré que la résistance de la carotte 

à A. dauci corrèle fortement avec la résistance aux toxines produites par ce champignon (Lecompte et al., 

2014). L’implication de résistances à des toxines dans la résistance quantitative est possiblement importante, 

bien que très mal connue à l’heure actuelle. L’interaction D. carota - A .dauci est ainsi l’une des rares où elle 

a été mise en évidence, ce qui fait de ce pathosystème un modèle de ce type d’interaction. L’aldaulactone, 

polycétide macrolactonique à noyau benzène, présente également un intérêt intrinsèque. En effet, les 

polycétides sont des métabolites secondaires à forte valeur ajoutée dont certains présentent une importance 

clinique comme agents anticancéreux ou antibactériens (Han et al, 2018). Ces différents éléments motivent 

les efforts de recherche menés dans le cadre du projet AldauTox et ont impulsé le présent travail  dans 

l’élucidation de la voie de biosynthèse de cette toxine et de son rôle dans le pouvoir pathogène du champignon. 

4.1. Transformation d’A. dauci 

  Différents mutants Knock Out du domaine KS de PKS7 (PKS7ΔKS) et d’une séquence d’ADN 

génomique non codante ont été obtenus par recombinaison homologue entre la séquence génomique cible et 

une cassette contenant le gène de résistance à l’hygromycine B. Cette stratégie de transformation était 

considérée non fonctionnelle chez A. dauci avant le succès de l’adaptation (Gadras, 2020) d’un protocole de 

transformation d’A. brassicicola largement décrit dans la littérature (Colou et al., 2019 ; N’Guyen et al., 2019).  

Les mutants obtenus ici ont été validés par des vérifications PCR. En particulier, l’insertion de la 

cassette de résistance à l’hygromycine a été montrée du côté 3’. Ce n’est pas le cas en 5’, cependant 

l’amplification 5’-Hph ou Hph-3’ est considérée suffisante pour conclure de la bonne insertion du transgène. 

Par exemple, l’étude de Colou et al. (2019) intègre un mutant (Δabslm1) présentant uniquement 

l’amplification 5’-Hph. Pour compléter la vérification des mutants, une possibilité serait de réaliser une 

amplification supplémentaire par PCR en utilisant un couple d’amorces encadrant le point d’insertion, ainsi une 

différence de taille d’amplifiat à partir de l’ADNg sauvage ou muté permettrait d’apporter des preuves 

supplémentaires de la conformité de l’insertion du transgène (Calmes, 2011).  

Il faut également noter que chez le mutant PKS7ΔKSD, la séquence génomique codant le domaine KS 

de PKS7 est encore présente, puisqu’amplifiée par PCR. Pourtant, ce mutant présente le gène de résistance 
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Figure 13 : Conidies de la souche d’Alternaria dauci sauvage FRA001 (A) et des mutants PKS19ΔKS (B), 

PKS19ΔAT (C) et PKS7ΔAT (D) observées au microscope photonique 

Les observations microscopiques sont effectuées avec l’objectif 40. Les conidies proviennent de cultures 

menées sur milieu de sporulation au jus de carotte V8. B : bec filiforme terminal caractéristique des conidies 

d’A. dauci, CT : cloisons transversales, CL : cloisons longitudinales. 
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ainsi que les marques d’insertions en 3’ et en 5’ du gène Hph. Cela peut être expliqué par la méthodologie de 

sélection des mutants. En effet, les protoplastes sont intégrés dans un milieu de régénération non sélectif et 

sélectionnés sur leur capacité à traverser une surcouche d’hygromycine B. Les mutants sont alors récupérés 

manuellement ce qui n’exclue pas le prélèvement accidentel de mycélium non transformé en dessous de la 

surcouche. Il est également envisageable, puisque A. dauci produit des hyphes* septés polynucléaires, que le 

mycélium du mutant relève d’un syncytium* où coexistent noyaux mutants et sauvages. Deux étapes de 

monosporage sont ainsi préconisées (Calmes, 2011), afin d’atteindre une unicité génétique. Un seul 

monosporage ayant été réalisé à ce stade, il n’est pas aberrant d’observer de tels résultats.   

Concernant les observations phénotypiques des mutants obtenus, il faut souligner que des exemples 

dans lesquels la délétion d’une PKS entraine des modifications phénotypiques existent dans la littérature. Dans 

le cadre de l’étude de Luo et al. (2018), le mutant KO d’une PKS de Coniothyrium minitans présente en effet 

une altération de production de mélanine. En revanche, chez A. brassicicola, la majorité des mutants KO de 

gènes de PKS produits par Kim (2009) présente un phénotype proche de celui du sauvage, suggérant que les 

métabolites secondaires produits par ces enzymes ne jouent pas un rôle fondamental dans les processus 

développementaux du champignon. Cela entre en accord avec les observations phénotypiques des mutants 

obtenus dans le cadre de ce travail mais dénote avec celles menées par Gadras (2020) sur les mutants 

PKS19ΔKS, ΔAT et PKS7ΔAT. En effet, ces derniers présentaient une incapacité à sporuler, formant des 

structures qualifiées de conidyphes (Gadras, 2020). Un éclairage nouveau a pu être apporté sur ce point dans 

le cadre du présent travail. Les observations menées en 2020 avaient été réalisées à partir de prélèvements 

sur milieu sélectif (PDA supplémenté en hygromycine). Des prélèvements effectués après repiquage des 

mutants PKS19ΔKS, ΔAT et PKS7ΔAT sur milieu V8 ont permis de montrer que ces derniers produisent des 

conidies intègres et conformes à celles retrouvées chez le sauvage (fig. 13). Ces observations portent à croire 

que le milieu sélectif défavorise la sporulation, par des mécanismes inconnus, mais que la transformation elle-

même ne présente pas d’effets pléiotropes* sur le phénotype du champignon. 

4.2. Caractérisation des mutants PKS19ΔKS, ΔAT et PKS7ΔAT 

4.2.1. Détection de l’aldaulactone par HPLC-UV 

Les résultats de l’HPLC-UV (détection à 305 nm) ont montré la présence d’un pic dont le temps de 

rétention correspond à celui du standard d’aldaulactone, traduisant la présence de la toxine dans le milieu de 

culture de la souche FRA001. À l’inverse, la présence de ce pic n’a pu être mise en évidence chez les extraits 

de culture des mutants, suggérant une absence de production d’aldaulactone chez ces derniers, donc une 

implication des deux PKS mutées dans la biosynthèse de la molécule. Des résultats similaires ont été obtenus 

dans le cadre de l’élucidation de la voie de biosynthèse de la Zéaralenone chez Gibberella zeae (Kim et al., 

2005). L’inactivation des gènes PKS13 et PKS4 chez cet organisme abolit la production de la toxine, conduisant 

les auteurs à une conclusion similaire. En revanche les auteurs ne détectent aucun pic différentiel, suggérant 

l’absence d’intermédiaires de biosynthèse UV-actif dans le milieu de culture des souches mutantes.  

Dans le présent travail cependant, des pics différentiels à 305 nm ont été mis en évidence, notamment 

chez les mutants PKS19ΔAT1 et PKS7ΔAT2. Une étude portant sur la production de macrolides* antitumoraux 

par Streptomyces caniferus (Salcedo et al., 2016) a permis d’identifier des pics différentiels entre le profil 
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Figure 14 : Profils HPLC-DAD des exsudats de différentes souches d’Alternaria dauci et brassicicola (Courtial 

et al., 2018) 

50 µg d’extrait organique des exsudats des souches ITA002, FRA017, FRA001 et AUS001 d’A. dauci ainsi que 

de la souche Abra43 d’A. brassicicola ont été analysés par HPLC-DAD. Le profil d’absorption à 285 nm présenté 

montre des variations de composition des exsudats fongiques entre souches. Les pics majeurs présentent une 

numérotation noire en cas de présence et rouge en cas d’absence. Le pic n°6 correspond à l’aldaulactone. 
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HPLC d’une souche sauvage et d’une souche mutée pour le gène gonP8, codant une PKS de type I putative. 

Les molécules à l’origine de ces pics différentiels ont été investiguées par étude de leur spectre UV, 

spectrométrie de masse et RMN. Il s’est avéré, selon les auteurs, qu’il s’agit d’intermédiaires de biosynthèse 

des macrolides en question, sans la partie naphthoquinone. Ces résultats, s’ils sont très éloignés de ceux 

obtenus ici tant par l’organisme que la nature du polycétide étudié, indiquent qu’il est concevable que les pics 

différentiels observés ici correspondent à des intermédiaires de biosynthèse de l’aldaulactone. De même, la 

démarche mise en place par ces auteurs fait figure de modèle pour les prochaines analyses à mener. 

Il faut noter également que l’importance relative du pic assimilé à l’aldaulactone dans l’extrait de 

culture de FRA001 étudié ici (fig. 8) par rapport aux autres pics du profil est particulièrement faible en 

comparaison avec les résultats obtenus en 2018 par Courtial et al. pour la même souche (pic n°6, fig. 14). 

Cela suggère une plus faible production d’aldaulactone dans le cadre du présent travail que dans les conditions 

de cette étude. Or l’obtention d’aldaulactone en quantité est requise pour d’autres aspects du projet Aldautox 

et sa purification à des fins d’analyses nécessite une production plus importante par le champignon. Les 

conditions de culture étant identiques à celles conduites dans l’étude de Courtial et al. (2018), aucune 

explication à la différence quantitative de production d’aldaulactone n’a été avancée. Néanmoins il est envisagé 

d’utiliser du milieu V8 plutôt que du PDB pour stimuler cette production à l’avenir. La souche ITA002 pourrait 

également être intégrée dans l’approche de construction de mutants, étant donné sa production d’aldaulactone 

supérieure à celle de FRA001 (fig. 14). Néanmoins d’après les travaux de Gadras (2020), il est moins aisé de 

transformer cette souche d’A. dauci. 

4.2.2. Effets de l’abolition de la production d’aldaulactone sur le pouvoir pathogène 

Les mutants PKS19ΔKS, ΔAT et PKS7ΔAT ont été évalués d’après leur capacité à induire des 

symptômes sur feuilles de carottes du cultivar Presto, sensible à A. dauci (Lecompte, 2014). Malgré l’absence 

de significativité des différences observées, il semble que les souches mutantes, ne produisant plus 

d’aldaulactone, présentent une agressivité réduite par rapport à la souche sauvage. Si ces résultats 

préliminaires s’avèrent significatifs avec la prise en compte des trois répétitions techniques, ils rejoindront 

ceux de Courtial et al. (2018) montrant une corrélation positive entre production d’aldaulactone des souches 

sauvages d’A. dauci étudiées et leur agressivité. Cela permettrait notamment de valider le rôle de cette toxine 

dans le pouvoir pathogène d’A. dauci et pose la question de son rôle biologique. Si peu d’informations sont 

disponibles à ce jour à ce sujet, les modes d’actions de la déhydrocurvularine, structurellement proche de 

l’aldaulactone, ont été caractérisés par Jiang et al. (2008). Cette toxine montre un impact négatif sur le 

contenu en chlorophylles des feuilles, altérant leur capacité photosynthétique, et inhibe significativement la 

mitose des cellules de cellules de l’apex racinaire (Jiang et al., 2008). La connaissance de ce mode d’action 

pose des bases de référence dans la construction d’hypothèses concernant celui de l’aldaulactone. 

 Il a été suggéré, étant donné la tendance de réduction moins importante de l’agressivité de PKS19ΔKS 

en comparaison avec PKS19ΔAT et PKS7ΔAT, que ce mutant produit des intermédiaires de biosynthèse de 

l’adaulactone présentant une toxicité. L’étude de Salcedo et al. (2016) évoquée précédemment montre en 

effet que les intermédiaires de biosynthèse des macrolides chez la souche mutante gonP8- sont également 

toxiques. En revanche, cette toxicité est diminuée par rapport à celle du polycétide final, ce qui rejoindrait les 
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Tableau IV : Résumé du modèle Area under Desease Progression Curve = Effet souche inoculée + effet 

position dans le phytotron 

Estimate : coefficients (valeurs estimées par le modèle), Std. Error : erreur standard des coefficients, T value 

: Statistique T des coefficients, PR(>|T|) : p-value du Test T sur les coefficients. L’intercept correspond à 

l’inoculum sauvage (FRA001) en position basse dans le phytotron. Les p-values des effets des différentes 

souches mutantes testées (PKS19ΔKS, PKS7ΔAT et PKS19ΔAT) sont reportées dans les lignes 

correspondantes, celle de l’effet position est visible dans la ligne POSITION HAUTE. 

 ESTIMATE STD. ERROR T VALUE PR(>|T|) 

INTERCEPT -2.004 3.282 -0.611 0.5608 

PKS19KS 1.826 4.309 0.424 0.6845 

PKS7AT 4.196 4.970 0.844 0.4264 

PKS19AT 8.735 4.478 1.950 0.0921 

POSITION HAUTE 7.612 3.657 2.082 0.0759 
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observations et hypothèses émises quant à l’agressivité du mutant PKS19ΔKS. L’étude du profil HPLC (fig. 8) 

de ce mutant ne montre cependant pas de pic différentiel par rapport au profil sauvage pouvant être attribué 

à un tel intermédiaire. Il est possible de supposer que ce dernier ne présente pas d’absorbance dans l’UV, ce 

qui rendrait délicate son identification. Par ailleurs, il serait précipité d’émettre des suppositions quant à la 

nature de cet intermédiaire étant donné que l’enchainement des étapes de la voie de biosynthèse n’a pour 

l’heure qu’un statut hypothétique. L’observation de symptômes sur les feuilles inoculées avec les souches 

mutantes indique également que l’aldaulactone n’est pas seule responsable de l’agressivité du champignon, 

suggérant que d’autres composés toxiques produits par A. dauci restent à élucider (Courtial, 2018). 

 D’un point de vue pratique, l’étude des résultats de la première répétition d’essais in planta a permis 

d’identifier un biais. En effet, l’absence de significativité des différences d’agressivité entre souches a été mise 

en perspective des conditions expérimentales. De fait, un effet position a également été détecté et testé. En 

effet, les feuilles situées en bas du phytotron présentaient systématiquement des symptômes réduits par 

rapport à celles des plantes en position supérieure. Cet effet a été testé dans le modèle statistique suivant : 

AUDPC = Effet souche + Effet position +  (résidus du modèle). L’interaction entre les effets a été testée non 

significative. La p-value du test T (0,0759) sur les coefficients de ce modèle (tableau IV) montre que si l’effet 

position n’est pas significatif au seuil de 5%, il est plus fort que les effets souches. Ce biais sera contrôlé par 

une randomisation des positions entre répétitions. 

4.3. Expression hétérologue chez Pichia pastoris 

Les résultats préliminaires obtenus ici sont qualitatifs et se traduisent par l’obtention de mutants de 

Pichia pastoris transformée avec pPIC9-PKS19-NpgA. Cette levure est largement employée pour produire 

différentes protéines et métabolites à grande échelle, dont des polycétides comme l’acide 6-méthylsalicylique 

(6-MSA, premier polycétide produit chez cet organisme), la lovastatine et la monacoline J (Gao et al., 2021). 

La voie de biosynthèse de ces toxines est plus compliquée que celle du 6-MSA et fait intervenir plusieurs 

enzymes, toutes exprimées avec succès chez P. pastoris. Cette dernière, en conditions optimales et induction 

par ajout de méthanol, produit 593.9 mg.L-1 de monacoline J et 250.8 mg.L-1 de lovastatine, ce qui fait de 

cette levure une potentielle usine pour la production de polycétide à l’échelle industrielle (Gao et al., 2013). 

Ces éléments attestent de la pertinence de la stratégie menée et offrent de bons espoirs quant au succès de 

la transformation avec PKS7 et l’expression hétérologue des deux PKS étudiées chez cet organisme. 

L’emploi du plasmide pPIC9 permet une intégration au génome de P. pastoris donc une expression 

stable (Gao et al., 2021). En revanche, une intégration de copies multiples est préférable pour une production 

des protéines en grandes quantités, ce qui sera à vérifier chez les transformants. Il faut noter également que 

la transformation par NpgA, PKS19 et PKS7 sera probablement insuffisante pour l’obtention d’aldaulactone, 

qui nécessiterait des modifications post-PKS apportées par une mono-oxygénase et une méthyltransférase 

(fig. 3). Aussi, l’utilisation de P. pastoris ne sera pas dans l’immédiat destinée à une production d’aldaulactone 

mais permettra potentiellement une étude approfondie des intermédiaires de biosynthèse. 
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5. Conclusions et perspectives 

Pour conclure, différents objectifs ont été poursuivis et atteints dans l’étude de la voie de biosynthèse 

de l’aldaulactone et de son implication dans le pouvoir pathogène d’Alternaria dauci. Des éléments de preuves 

ont été apportés quant à l’implication dans cette voie de deux enzymes candidates, PKS7 et PKS19, par la 

caractérisation de mutants knock-out de domaines fondamentaux de ces enzymes, les domaines Kétide 

Synthase de la PKS7 et PKS19 et le domaine Acyl Transférase de la PKS19. Les analyses HPLC des exsudats 

de ces mutants montrent une absence de production d’aldaulactone qui permet de conclure quant au rôle 

central de ces deux enzymes dans la biosynthèse de la toxine et confirme les suppositions émises suite au 

travail bioinformatique mené par Courtial (2018). D’un autre côté, les tests de pathogénicité sur plante ont 

suggéré une réduction de l’agressivité des mutants sur feuilles de carotte, par rapport à la souche FRA001. 

Sous réserve de confirmation de la significativité avec intégration des données de trois répétitions, ces 

résultats conforteraient sérieusement la conclusion de Courtial et al. (2018) concernant le rôle central joué 

par l’aldaulactone dans le pourvoir pathogène d’A. dauci.  

À côté de ces objectifs et résultats majeurs, il a été question de compléter le panel de mutants KO 

disponibles ce qui a été accompli par insertion d’un gène de résistance à l’hygromycine B (Hph) en lieu et 

place de la séquence génomique du domaine KS de la PKS7 (PKS7ΔKS) ainsi que dans une région d’ADN non 

codante (ΔNC). Cette dernière approche vise à vérifier l’absence d’impact de l’introduction du gène Hph sur 

production d’aldaulactone et l’agressivité des souches. Enfin, une stratégie d’expression hétérologue des gènes 

NpgA, PKS7 et PKS19 chez P. pastoris a été initiée dans le but de compléter les connaissances acquises sur la 

voie de biosynthèse de la toxine. À ce jour la levure a été transformée avec NpgA et PKS19 avec succès. 

Les perspectives sont plurielles, à plus ou moins long terme. En effet, ce travail s’inscrit dans la 

continuité des études menées dans le cadre du projet Aldautox et constitue les prémices d’investigations plus 

approfondies de la voie de biosynthèse de l’aldaulactone et de son mode d’action ainsi que des mécanismes 

de résistance mis en place chez les cultivars tolérants à A. dauci. À court terme, il sera nécessaire d’effectuer 

les répétitions des analyses chimiques et tests de pathogénicité afin de statuer sur la significativité et 

reproductibilité des résultats obtenus. Il sera également judicieux d’intégrer les mutants PKS7ΔKS et ΔNC aux 

analyses HPLC afin de caractériser leur production d’aldaulactone et de poursuivre la transformation de P. 

pastoris avec PKS7. Il s’agira ensuite d’évaluer l’expression de PKS7 et 19 chez la levure, par Western Blot.  

Les perspectives s’étendant au-delà du cadre du stage concernent notamment l’étude des pics 

différentiels des profils HPLC obtenus, dans le but d’identifier les composés associés. Les métabolites produits 

par P. pastoris transformée seront également des objets d’étude après comparaison entre profils HPLC 

d’extraits d’exsudats des souches sauvage et mutante. S’il s’agit d’intermédiaires de biosynthèse, ces 

composés pourraient faire l’objet d’études de toxicité afin d’identifier les groupements porteurs de la toxicité 

de l’aldaulactone. Le système P. pastoris permettra à terme la production d’analogues marqués de 

l’aldaulactone, à l’aide de sondes fluorescentes par exemple. L’observation de la localisation de ces analogues, 

notamment par microscopie en fluorescence, dans des cellules de carotte traitées avec de telles molécules 

pourrait indiquer les cibles potentielles de l’aldaulactone. La connaissance de ces cibles constituerait un pas 

vers la compréhension de son mode d’action et vers des approches de sélection de génotypes résistants. 
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Tableau I : Liste des amorces utilisées 

 

 

 

N° Nom Séquence Usage 

3338 ITS1 TCC-GTA-GGT-GAA-CCT-GCG-G Contrôle extraction d’ADN  

3059 ITS4 TCC-TCC-GCT-TAT-TGAT-ATG-C Contrôle extraction d’ADN  

3346 AdPKS7delKS-5F GGT-TAC-CTT-TCG-GTG-CTT-CA Transformation FRA001 PKS7KS 

3347 AdPKS7delKS-5R GTC-GTG-ACT-GGG-AAA-ACC-CTG-

GCG-ATA-TTG-AAG-AAC-GCC-GCA-TC 

Transformation FRA001 PKS7KS 

3362 AdPKS7delKS-3F TCC-TGT-GTG-AAA-TTG-TTA-TCC-

GCT-ATC-ATC-GTG-TTA-TGC-GGA-CA 

Transformation FRA001 PKS7KS 

3363 AdPKS7delKS-3R ACC-CAA-GGA-CAC-TGG-AGA-TG Transformation FRA001 PKS7KS 

3350 AdPKS7delKS-NF TAT-TGT-GGA-TGT-TCC-CAC-GA Transformation FRA001 PKS7KS 

3351 AdPKS7delKS-NR GGC-GAA-TGA-TAA-GCC-ACA-TC Transformation FRA001 PKS7KS 

3352 AdPKS7delKS-IntF TGC-ACA-AAG-TGA-GAG-GAT-CG Vérification pureté PKS7KS  

3353 AdPKS7delKS-IntR GAT-TGG-TGA-GGT-GCA-TTG-TG Vérification pureté PKS7KS 

3354 AddelNC-5F GGT-GGA-AGG-GTT-CGA-AGA-TT Transformation FRA001 NC 

3355 AddelNC-5R GTC-GTG-ACT-GGG-AAA-ACC-CTG-

GCG-GGG-ATG-GAG-GTT-TGA-TCC-TT 

Transformation FRA001 NC 

3364 AddelNC-3F TCC-TGT-GTG-AAA-TTG-TTA-TCC-

GCT-AGG-CAA-TCG-AGT-AGC-TCC-AA 

Transformation FRA001 NC 

3365 AddelNC-3R GGA-GAA-TTC-GTA-ACT-AAA-AGG-

ATG-C 

Transformation FRA001 NC 

3358 AddelNC-NF GAA-CGA-TTC-ACC-GCT-CGT-AT Transformation FRA001 NC 

3359 AddelNC-NR CGA-TTT-CAA-CGC-CGT-AAC-TT Transformation FRA001 NC 

3360 AddelNC-IntF ATC-AAT-ACG-TTG-CCC-AGG-TC Vérification pureté NC 

3361 AddelNC-IntR TGA-TTG-TGG-AAG-AGG-TGG-AGT Vérification pureté NC 

1606 M13F CAA-CAT-TGG-CCA-CCT-GGA-AG Transformation FRA001 PKS7KS, NC 

1607 M13R AAC-GAC-TTT-CAG-CAA-ACC-GC Transformation FRA001 PKS7KS, NC 

3336 NCL37R GGA-TGC-CTC-CGC-TCG-AAG-TA Vérification insertion PKS7KS et NC 

3337 NCL38F CGT-TGC-AAG-ACC-TGC-CTG-AA Vérification insertion PKS7KS et NC 

3298 CE-NpgA-F2 AGT-TCG-TTT-GTG-CAA-GCT-TAT-

AGA-TCT-AAC-ATC-CAA-AGA-CG 

Amplification NpgA depuis pPIC9-NpgA 

3264 CE-NpgA-R1 GTC-TAA-GGC-GAA-TTA-ATT-CGC-

GGC-CGC 

Amplification NpgA de pPIC9-NpgA 

3263 CE-PKS19-F1 TAT-TGG-GCT-TGA-TTG-GAG-CTC-

GCT-C 

Amplification PKS19 de pPIC9-PKS19 

3267 CE-PKS19-R1 ATA-AGC-TTG-CAC-AAA-CGA-ACT-

TCT-CAC-TTA-ATC 

Amplification PKS19 de pPIC9-PKS19 

3140 NpgA_F1 GGA-ATT-CTA-CGT-AAC-CAT-GGT-

GCA-AGA-CAC-ATC-AAG-CGC-AAG 

Vérification transformants E. coli Npga 

3141 NpgA_R1 ATA-AGA-ATG-CGG-CCG-CTT-AGG-

ATA-GGC-AAT-TAC-ACA-CCC-CAG-TC 

Vérification transformants E. coli  Npga 

3172 PKS19aF ATC-CGG-CTT-TCT-TGG-CAT-TG Vérification transformants E. coli PKS19 

3175 PKS19bR AGC-ATT-GCA-TCA-CCA-GCT-TG Vérification transformants E. coli  PKS19 
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Tableau II : Nature et caractéristiques des plasmides utilisés 

Plasmides Caractéristiques Sites de restriction 

utilisés dans l’étude 

Références 

pPIC9 Vecteur d’expression chez la 

levure. AmpR ; G418R (GmR) ; 

PAOX1 (promoteur fort de 

levure) 

NotI, SacI, HpaI Jerome Collemare 

(Westerdijk Fungal 

Biodiversity Institute, 

2007) 

pCB1636 HygR (hph), AmpR Aucun Sweigard et al., 1995 
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Figure 1 : Carte du plasmide pPIC9 (Sweigard et al., 1995) 

Vecteur d’expression chez Pichia pastoris. Le site de restriction utilisé dans le cadre du présent travail est 

indiqué ainsi que l’enzyme de restriction le reconnaissant (HpaI). AOX prom : promoteur fort de levure 

inductible par le méthanol (AOX : Alcool Oxydase). AOX term : terminateur, AmpR : gène conférant la 

résistance à l’ampicilline (code la ß-lactamase), PpHIS4 : gène d’auxotrophie pour l’Histidine. AOX1 : gène de 

l’Alcool Oxydase 1. ori : origine de réplication bactérienne pour une amplification du vecteur chez E. coli.   
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Figure 2 : Carte du plasmide pPIC9-NpgA-PKS19 construit dans le cadre de l’approche d’expression 

hétérologue de PKS19 et NpgA chez Pichia pastoris 

Vecteur d’expression chez Pichia pastoris. Les sites de restriction utilisés dans le cadre du présent travail sont 

indiqués ainsi que les enzymes de restriction les reconnaissant. PKS19 : gène codant une polykétide synthase 

candidate pour la biosynthèse de l’aldaulactone, NpgA : gène codant une 4'-phosphopantetheinyl transférase 

nécessaire à l’activation des PKS, AOX prom : promoteur fort de levure induct ible par le méthanol (AOX : 

Alcool Oxydase). AOX term : terminateur, AmpR : gène conférant la résistance à l’ampicilline (code la ß-

lactamase), PpHIS4 : gène d’auxotrophie pour l’Histidine. AOX1 : gène de l’Alcool Oxydase 1. ColE1 origin : 

origine de réplication bactérienne pour une amplification du vecteur chez E. coli.  
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 Les métabolites spécialisés (secondaires) sont des molécules qui constituent, pour les organismes qui 

les produisent, des outils offensifs ou défensifs particulièrement importants, notamment dans les 

interactions plante-bioagresseur. Dans le cadre de l’une de ces interactions, entre le champignon 

phytopathogène nécrotrophe Alternaria dauci et la carotte, Daucus carota, un métabolite secondaire a 

été identifié comme central dans le pouvoir pathogène de l’agent fongique. Il s’agit d’une toxine, 

l’aldaulactone.  

 

Le présent travail a permis de montrer l’implication de deux polykétides synthases, PKS7 et PKS19, 

dans la voie de biosynthèse de cette toxine. Pour cela, des mutants KO des domaines essentiels (Acyl 

Transferase, AT et Keto Synthase, KS) de ces deux PKS ont été caractérisés par une analyse HPLC 

démontrant une abolition de la production de la toxine chez ces mutants. Une tendance de réduction 

d’agressivité des souches mutantes a également été observée sur feuilles de carottes, attestant du rôle 

central de cette toxine dans l’agressivité d’A. dauci. 

 

Au cours de cette étude, de nouveaux mutants KO d’A. dauci ont également été générés par 

recombinaison homologue avec une cassette de résistance. Il s’agit de mutants du domaine KS de la 

PKS7 et de témoins d’insertion de la cassette dans une portion d’ADN génomique non codant, qui 

pourront être introduits dans de futures analyses. Enfin, une approche d’expression hétérologue de 

PKS7 et PKS19 chez la levure Pichia pastoris a également été initiée dans le but d’étudier de potentiels 

intermédiaires de la voie de biosynthèse de l’aldaulactone. 

 

A
b

s
tr

a
c
t Specialized or secondary metabolites are molecules with various biological roles. Among others, 

secondary metabolites can be highly important offensive or defensive tools, particularly in plant-

pathogens interactions. One of these interactions, between the necrotrophic plant pathogenic fungus 

Alternaria dauci and the carrot, Daucus carota, implies aldaulactone, a toxin that would play a crucial 

role in the pathogenicity of the fungal agent. Plant resistance to aldaulactone also seems to be an import 

part of the resistance toward this pathogen. 

 

In this works, the involvement of two polyketide synthases, PKS7 and PKS19 in the biosynthetic 

pathway of this toxin has been demonstrated. KO mutants of the essential domains (Acyl Transferase, 

AT and Keto Synthase, KS) of the two PKSs have been characterized by an HPLC analysis. Abolition of 

the production of the toxin induced by the mutation has been shown. Mutant strains seemed to show a 

weakened aggressiveness on carrot leaves, confirming to the central role of this toxin in the 

aggressiveness of A. dauci. 

 

In this study, new KO mutants of A. dauci have also been generated by homologous recombination with 

a hygromycin resistance cassette. Mutants of the KS domain of PKS7 and control for the insertion of 

the cassette into a portion of non-coding genomic DNA, have been obtained and may be introduced in 

future analyzes. Finally, a heterologous expression approach for PKS7 and PKS19 in the yeast Pichia 

pastoris has been initiated with the aim of studying potential intermediates in the aldaulactone 

biosynthetic pathway. 

Les métabolites spécialisés (secondaires) sont des molécules à forte valeur ajoutée qui constituent, pour les 

organismes qui les produisent, des outils offensifs ou défensifs particulièrement importants, notamment dans les 

interactions plante-bioagresseur. Dans le cadre de l’une de ces interactions, entre le champignon phytopathogène 

nécrotrophe Alternaria dauci et la carotte, Daucus carota, un métabolite secondaire de faible poids moléculaire a 

été identifié comme central dans le pouvoir pathogène de l’agent fongique. Il s’agit d’une toxine, l’aldaulactone.  

 

Le présent travail a permis de montrer l’implication de deux polykétides synthases, PKS7 et PKS19, dans la voie 

de biosynthèse de cette toxine. Pour cela, des mutants KO des domaines essentiels (Acyl Transferase, AT et Keto 

Synthase, KS) de ces deux PKS ont été caractérisés par une analyse HPLC démontrant une abolition de la 

production de la toxine chez ces mutants. Une tendance de réduction d’agressivité des souches mutantes a 

également été observée, attestant du rôle central de cette toxine dans le pouvoir pathogène d’A. dauci. 

 

Au cours de cette étude, de nouveaux mutants KO d’A. dauci ont également été générés par recombinaison 

homologue avec une cassette de résistance. Il s’agit de mutants du domaine KS de la PKS7 et de témoins d’insertion 

de la cassette dans une portion d’ADN génomique non codant, qui pourront être introduits dans de futures analyses. 

Enfin, une approche d’expression hétérologue de PKS7 et PKS19 chez la levure Pichia pastoris a également été 

initiée dans le but d’étudier de potentiels intermédiaires de la voie de biosynthèse de l’aldaulactone. 
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