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"l'l~e carote~.oid.s o/ Rhodo to ru l a  muci]aginosa.  A sEz~@, q/~/>'i;" bio.'t},~;t/~c.~;.~ bT.' ~;,ea~'z.s q/  
m~#a;zl a;za/.vsis a;zd /?3 ~,~se o/a~z i~dzibi/o;" o[ ca~'ole;z~.:z~:;~e':;:.," 

. , . . . . .  ; ( ) l ,  O \ V l . I ] ¢ ~  ca.JO-- z .  The strain of Rkodoto;'e.da ~Je.rfcilagi~osez s tudied  contains  ~!~,~ ~ ~ " 
tenoids,  in ffg;'g of dry subs tance:  torularhodine  9 8, torule~3e I0, 7-carotene ,'.5, 
f i-carotene 5.5. I t  contains  nei ther  phy toene  nor phytofluene.  

e. By repea ted  u.v. i r rad ia t ions  s table  s t rains  were isolated, the: com])osition of 
which differs great]3." both in qua l i ty  and quan t i t y  from tha t  of the >-.,other s t ra in :  
the  propor t ion  of some carotenoJds is; lower or even zero, bu t  if ca~3 also !,e hJgher~ 
and somet imes earotenoids  t ha t  have not  been found m the mot],~er strait ,  appear .  

3. Grown in the presence of 2q3ydroxybipheny],  Rh. ,~.~cil££i;,os~? becomes 
white,  bu t  i t  sti l l  contains  small  quant i t ies  of polyenes.  The in]~ibitor can be removed  
b y  washing and an endogenous synthesis  of p igments  can. be reveaied.  

4. The resul ts  ob ta ined  do not  seem consis tent  wJt]3 the  idea @;~t the different 
polyenes are mutua ] lv  r d a t e d .  

I N T ] ~ : O D U C T I O N  

Si de nombreux  autem-s ont  dtudid Ia na tu re  des carot(moides de:; ievurc:, du genre 
Rhodotorz~Za, peu d ' en t re  eux ont  tent,.; d 'u t i l i ser  ces microorganism<{ pour  aborder  ]c 
m6canisme de la b iosynthbse  de ees pigments .  

BONNER g[ 5~A 1 apr.'.':s avoir  obtenu des mu ta n t s  de Rh. rzdJra par iN-adia.tioll 
u l t r av io le t t e  ont  propos6 le scl-t4ma su ivan t :  
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BIOSYNTHI~SE DES CAROTI~NOIDES CHEZ Rh. mucilaginosa 443 

NAKAYAMA et al. ~ ont montr6 que le torul&ne et la torularhodine se synthftisent 
probablement aux d6pens du ~-carot~ne chez Rh. glutinis. 

Dans le pr4sent travail qui porte sur Rh. mucilaginosa nous 6tudions d'une part 
les modifications de la carot6nog6n6se provoqu4es par des mutations dues k des 
irradiations u.v. et d'autre part celles apport6es par l'emploi d'un inhibiteur. L'analyse 
des r6sultats obtenus nous permet de proposer un seh6ma de la biosynth6se des 
carot6no~des chez Rh. mucilaginosa. 

MATERIEL ET METHODES 

Microorganisme 

Levure appartenant k l'esp~ce Rhodotorula mueilaginosa (J6rgensen) Harrison 
et identifide par Delft. 

Milieu de culture: I1 s'agit d'un milieu semi-synth6tique o0 l'apport de facteurs 
de croissanee se fait sous forme d'un "ins de levure" obtenu selon CONWAY ET BREENS: 
25 g de levure de boulangerie sont dispers6s dans 250 ml d'eau distill6e, le tout est 
port6 k 6bullition que l'on maintient pendant i h, puis centrifug6; le surnageant 
constitue le "jus de levure". 

La formnle du milieu est la suivante: sulfate d'ammonium 3 g, phosphate mono- 
potassique 2 g, sulfate de magn6sium 7 H20 0.25 g, chlorure de calcium 6 H~O 0.25 g, 
ehlorure de manganese 4 H20 o.ooi g, sulfate de zinc 7 H20 o.ooi g, acide borique 
o.ooi g, chlorure ferrique 0.0005 g, sulfate de cuivre 5 H20 o.ooi g, iodure de potas- 
sium o.oo~ g, saccharose 20 g, jus de levure 250 ml, eau distill6e Q.S.p I,OOO ml. 
Stdrilisation 20 rain k l'autoclave k I2o °. Le pHes t  ators 5.2-5.4. 

Mode de culture 

Pratiquement toutes nos cultures ont 6t6 r6alis6es en bore  de Roux sur milieu 
semi-synthdtique additionn6 de 20 g de g61ose/1. Apr~s ensemencement, les bores 
sont laissdes k tempdrature ambiante pendant 4 jours sans prendre de pr6cautions 
sp6ciales contre la lumi~re. 

Irradiation ultraviolette 

A l'irradiation des cellules en suspension duns un liquide agit6, nous avons 
pr6f6r6 la m6thode suivante plus facile k mettre en oeuvre: 

La levure est raise en suspension dans un peu d'eau distill6e st6rile puis dilu6e 
de fa~on k obtenir environ I,OOO cellules par ml. Un volume connu de cette dilution 
est ~tal6 k la surface d'un milieu nutritif coul6 en boite de P6tri. 

Le g~n~rateur d'ultraviolet que nous utilisons est du type Germicide, il se pr~sente 
sous la forme d'un tube de IiO mm de longueur et de 5 mm de diam~tre ext6rieur 
(tube I23-Ioo, Anciens Etablissements Gallois et Cie, Paris), fonctionnant sous haute 
tension et basse pression. Le spectre d'6mission de ce tube est surtout repr6sent6 par 
la raie 2537 •. Le g6n6rateur est mis en fonctionnement I h avant le d6but de chaque 
irradiation de faqon k obtenir une 6mission stable et d'autre part k assurer une 
st~rilisation suffisante de l'espace oh se feront les manipulations. 

Nous portons la bore  de P6tri k environ IO cm de la lampe et enlevons le couvercle 
qui est laiss~ dans le champ de la lampe pendant la dur~e de l'irradiation. 

Nous repla~ons ensuite le couvercle sur la boite qui est port6e k l'6tuve k 3 °o 
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444  j. VILLOUTREIX 

pendant  48 h. Une boilte de P6tri pr4parde dar, s les m~rnes co~:(lhio~s maJs :~on 
irradi6e, sert de t6moin. Saul indication contraire, le temps d 'h radb t io , : .  ~i4tcrmJ,~4 
par des essais pr41immaJres, a 6t6 de ~ rain. 

Extractio¢z des carotdno}des 

Apr~s lavage k tbau distilide et centrifl~gation, ]a ]evure e:~i: !::aJt4e pa.,: dc 
l 'ae6tone k froid qui extrait, dans ]c plupart  des cas, ]a presque 1:eta]h(' des carot.,_':- 
noides. Lorsque ]'actio~ de ce solva~t est @uis6e, ~ous achevons i'e:.;tractJon par ]e 
mdlange ac6tone-m6ti;a~ao] (.3 : z) qui ]aisse une ]evure blanche. 

Cependant certaJncs cultures %urnissent des ]evures dent  les caro%r,;v/de~s ~c 
peuvent  pra t iquement  pas 6tre extrai!.s par ie procddd ci-dessu:-< Une obscva1-Lon 
fortuite nous a montrd que sJ Ia masse humide est agi!:&e avec du ber~z&~e i>~r (qui 
dans ces conditJon.s n'e>:irait pas de pigment), ]e traitement: Hltdricur par ie mdim~ge 
acdtone-m&hano],  apr,>; (]imination du benz~me, pennet  ]'ex!v.-~.ctio~ t,,;~a]<~ de:-; 
carot6noides. Ce dernJe,: proc4d6 a eependant ]'inconv&~Jent de dom>'r de:-'. &,~_~.~]aio~a 
au moment  des Iavage>~. 

Quel que soit ]e procddd d 'extract ion utilis(;, les soi~mnts sent rd~n~:,s, additionn.d.~ 
d '6ther de pdtrole dams ]equel on fair passer ]e pigme.,v_ h i 'aide d 'nne soh.:.fion aqueuse 

eo % de chlorure d.e ~sodJum. L'4ther  de p6trole, 4ventuellemen*: ]e m(qa~ge d.i.]v.~r 
de p4trole-benzhne, est iavd "~ Peau puJs s6chd sur su]fate de sodivn~ an].,yd~e. 0~ 
distille ensuite ~ sec en ~:tmosph~re d 'azote  ;~ l'aJde d 'une pompe ~, vide, 5. injeciSon d ' a i r  

Le r6sidu est repris par de ] '&her de p4.t~olc et la solution est placdc au frigidakTe 
pendant  une nuJt ce qui ])rdcJpite ]a majeure partie des stdrols qni .~:o~t 4]in,;ip, ds par  
eentrifugation ~ o ° (la fihratJon a dr: ~tre proscrite car une parfi~ du pigmem: :es~e 
fix6e snr le filtre, m&~e ~i celui-ci est en verre frittd). 

Chro~aatographie e{ dosage des earol&zo;!des 

Apr+s 41imJnation des st6ro]s, ]a solution ~thdrop~trolique du pigmen{ brut  est 
vers~e avee prdeaution :-mr une co]entre d'a]umi~e Merck ddsaetivdc scion (;oo~>wl?.? 
Pour  certaines fractions, ~ne deuxbme  chromatographie sur magma:sic a &4 n4ee:~airc 
Tons ]es solvants ont d~:4 soigneusement redistil]ds et ] 'absence dc fg~o17e:-~ccnee con- 
tr614e dans  !'u.v.  

TABL]£AU 

D O N N I N G S  S P J i C T R O G R A J ) H I Q L ' ~ . S  PO U P.  L E  D O S A G E  ] ) E S  C A R O T J ' N O ] D E S  l)] [  ]~>/;. ; ~ ¢ 6 ¢ ~ 0 ~ { ~ : 0 a  

. i ° /  
Carohbio{dc  Posi[~o~l des  ~ a ~ : i ~ a  d'absorj2Ho~ davis ]*- z 'c~z Ji, f~ ; ~ nce 

~dhe~" de ~dtrole c~1 lnt~ j)9~¢I" [c ~Jlc~x~t~l~7]z 
principa/ 

Phyto%ne ~75 "-'-'-<"5 296 85o 5 
Phytoflu%ne 33 ~ 348 367 1,54o r} 
fl-Carot~ne 424 45o 477 2,59o 4 
'~-Carot6ne 378 399 424 2,5oo ;7 
v-Carotene 435 460 491 9., 760 i~ 
Neurospor~m 415 439 469 2,99o 
Lycopbne 446 474 5o6 3,46o r -~ 
Torul6ne 458 484 5sS 2,680 ~ o 
Spiril loxanthine 46 (̀) 494 528 2,360 ~ 3 
TorularhodJne 474 5 °0 533 a,58o i r 
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Pour le dosage des carot6noides, nous avons utilis6 les coefficients d 'ext inct ion 
suivants : (voir Tableau I) d6finis par la relation 

/T 1 %  D X IO 
/~ I  cm - -  C 

oft D - -  densit6 optique 
C =  concentrat ion en ~g/ml. 

Toutes les mesures ont 6t6 faites dans l '6ther de pftrole 5. l 'aide d 'un  spectro- 
photomgtre  Beckman module D.U. 

RI~SULTATS 

Obtention de mutants sous l'action de l'irradiation u.v. 

A partir  d 'une de nos cultures conserv6e sur milieu semi-synth6tique, nous avons 
constitu6 une souche pure de Rh. mucilaginosa par isolement d 'une seule cellule an 
micro-manipulateur.  Cette souche m~re sera d6sign6e dans la suite du travail  par  RMP. 

En  soumet tant  cette derni~re k l 'action de l 'u.v, dans les conditions expos6es 
ci-dessus, nous avons obtenu, avec un taux de mortalit6 de 98 %, des colonies rose 
p~le ne pr6sentant entre elles aucune diff6rence maeroscopique. Une de ces colonies 
est pr61ev6e, une fraction en est repiqu6e sur milieu solide et constitne la souche 
RIN,  l 'autre fraction sert k pr@arer  les dilutions qui subiront une nouvelle irradiation. 

Celle-ci permet d 'obtenir  au bout  de 48 h une colonie jaune (RJI ) ,  une colonie 
orange (ROI) et une dizaine de colonies blanches dont une seule est conserv6e. A partir  
de ces diff6rentes colonies, des souches pures sont obtenues en isolant une cellule au 
micrornanipulateur. I1 faut noter que, darts cette exp6rienee, le taux de mortalit6 
n ' a  6t6 que de 8o % au lieu de 98 % dans l ' irradiation pr6c6dente. 

A c e  stade de nos recherches, nous avons pens6 que l 'a t t6nuat ion de la pigmenta- 
tion des levures sous l'influence de l ' irradiation 6tait en quelque sorte un ph6nom~ne 
progressif, des cellules 6talent devenues blanches parce que le m6canisme de leur 
carot6nog6n~se avait  subi une atteinte plus profonde que les cellules jaunes, celles-ci 
ayant  6t6 plus s6riensement atteintes que les cellules orange. 

Pour tenter de le d6montrer, nous avons r6irradi6 la souche R J I  dans les m~mes 
conditions, avec la pens6e que nous obtiendrions des colonies blanches; cependant 
sur 3,000 cellules ensemenc6es, nous n 'avons d6cel6, apr~s une nouvelle exposition 
aux u.v. identique aux pr6c6dentes, aucune colonie blanche. Nous avons pr61ev6 
une eolonie au hasard qui, apr~s culture, nous a donn6 la souehe R J2. Cette derni~re 
a 6t6, k son tour, soumise aux u.v. sans modification notable de la pigmentat ion et 
une colonie a fit6 cultiv6e, elle a donn6 la souehe R J3. 

L' irradiat ion de cette nouvelle souche R J3 abouti t  5. l 'obtention d 'une seule 
colonie jaune p~le (RJP) au milieu de colonies apparemment  inchang6es. Ce r6sultat 
nous confirmait dans la pens6e que l ' irradiation abouti t  5. une d6coloration progressive 
mais si une nouvelle exposition k l 'u.v, de R J P  nous a permis d 'observer une colonie 
jaune tr~s pXle (RJPX)  et une cinquantaine de colonies blanches, dont  l 'une con- 
stituera la souche MI, la pr6sence d 'une colonie orange (ORI) venait  infirmer notre 
hypoth~se: l ' irradiation pouvait  aussi parfois augmenter  la pigmentat ion aussi bien 
que la diminuer. 

Ce r6sultat nous a incit6 k poursuivre les irradiations afin d 'essayer d 'obtenir  
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une souche dont  la p igmenta t ion  serai t  aussi voJsh;e que possib e de c{!!~, d~ ~ ',a 
souche m~re. 

O R :  a donc 4t4 soumJs i~. l 'JrradJation dm~s les m4mes conditic, ns <ue ies :<;:~cI~es 
pr6c4dentes et, apr~s deux t en ta t ives  J~fructueuses, ~o-,as avo:?s eble~m : d e : x  coior~ie.-: 
dont  l 'une,  rose orang(i, cons t i tuera  ia souche R J P Y  et 1'autre, orang~} fo~sc(', 1~" sou,.;]:)e 
RJPZ. 

Toutes  ces souc?~es, dont  nous donnoJ~s cJ-dessous le sch&~a d<~ l"ilial:%::~ ~-.?n!: 
s tables depuis  leur isolemerJt qui date,  en moyenne,  de quat re  ans. 

S c t % m a  r 6 s u m a ~  la. IiliatJos~. 

R]3~ <---- 

M ~ <--- 

d e s  dJ f fc}ren tes  s o : : c b e s  v e n a . : : t  d'~{:~':~ d }c7i{,25. 

i~_Vf i > 

4 
D N 

4, 
R.T: 
4. 
:R3 e 

R j5 ~ RJ PY 
/" 

4 "\ 
RJPX ~ RJ PZ 

Malgr6 les pr6caut ions  prises au cours des diff6rentes man]p: : la t ions,  ii no :>  ;~ 
paru  uti le de v6rifier que nos nouve]les souches appa r t ena i en t  hie77 ~:oujours ~ 1 osp4cc 
Rhodotofula m.~.tcilagi~tos~*. Toutes  los souches co]ordes ont  bien cons(' .rv/]es caract(:re~- 
essentiels quJ pe rme t t en t  de ]es ranger  dans  ]'esp('ece Rhodotor#la m~wi[agi~eog~e. I~ l~'en 
va  pas  de m~me pour  ies m u t a n t s  blancs puisqu 'une  des caract4rJ:<tiques esse~ltie]les 
du genre RhodotoruTa est m~e co]orat%n al lant  du jaune  au rouge. 

NAKAYA.~IA e/. al. 2 consid~rent que ]a diff&enciat ion des genres C¢3¢Hoceccets e~: 
RhodoloJ,uZa basde respect ivemeni  sur l ' absence  ou la pr&ence  d¢ carot&~oildcs eat 
a rb i t ra i re  et sugg(',rent que la distiJ~ction soJt fake  d'apff.'s la p roduc t ion  ou ~o1~ 
" d ' a m i d o n " .  

Cette mani¢:re de proc~der ne !,.':re cependan t  pas route  ind(Ttermi~>:.t%n, des 
,]> - T ,, 

levures comme Rkodofor~da gluf&zis vari(&% infir~;qo-mmJata produisa Jl. do , ~;.m~oon . 
Connaissant  ] 'or igme de nos souches blanches,  il &ai t  difticilc d a d m e i t r e  que 

ces ]evures appartel~aie:: t  ~. une aut re  esp~ce que Rkodolor,da m~cilagi~eosa bien que 
certains  auteurs  n'l%sJtent ~ announcer ]a creat ion de nouvelIes e:~p~ces pa~ simpic 
i r rad ia t ion  u] t raviole t te  ~*. 

Nous prU~rons cepcndant ,  dans  notre  cas, nous ranger  ~t ] 'avis de t3. EP:t~:,'u>:.s: 
ST O. W~NC~; et considdrer qu ' i l  s ' ag i t  bien de "l?qutants blancs"  de ]~k. mncilag?:no.sa. 

Modificah;ons a/V5orl~es /~ar les ~ne.~aKo~.s da~s la /,e~zeetr e~z caro~&~oTde'., de Rh. :~>~ci}a- 

ginosa 

El.~tde q#aIi[ative: .Nous avon:~ ddtermJn~ 7a na ture  des carotdnoTdcs de c b a q u :  
souche 5~ pa r t i r  de plusieurs  centaines de grammes  de levure s~che obtcm~e pa~r cI:1tm7(2 
en boltes de Roux.  C h a q , e  boite fournit  en moyenne  : g de matibr~: s('chc. 

So~cke ~e&,e R M P :  La so]utio~ g:thdro p4trol ique de pJgmc~-Jt oa~ passde s:~ 

* L e  C e n ~ r a a l  7~,ureau v o o r  S c h i m m e l c : J t u r e s  a. b i e r :  v o : ~ h :  s e  c h a , r g e : :  <te c o v e  : ' :*-f ic~. t i ,J~: .  

- j .. . . . . .  
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colonne d'alumine d6sactivfe, il se forme un certain nombre de zones diversement 
color6es dont l'61ution est faite aussi sflectivement que possible. Le Tableau I I  indique 
l 'aspect du chromatogramme et l'61uant utilis6 pour la s@aration de chaque zone. 

Les 61uats correspondant k chaque zone sont 6vapor6s k sec sous pression r6duite, 
en atmosph6re d'azote. Apr6s remise en solution dans l'6ther de p6trole, les fractions 
ainsi obtenues sont examinfes au spectrophotom6tre. 

TABLEAU II 

SI~PARATION CtlROMATOGRAPHIQUE DES CAROTI~NOID]~S DE ]~h. mucilaginosa 

Les zones sont indiqu4es dans l'ordre croissant &adsorption. 

Zone Couleur Eluant 

I Incolore Ether  de p6trole 
2 JaunepMe,fluorescence bleu ciel,dansl'u.v. Ether  de p4trole q- 5 ~o 4ther sulfurique 
3 Orange Ether de p6trole q- io % 6ther sulfurique 
4 Jaune p~le Ether  de p6trole + 15-2o % 6ther sulfurique 
5 Orange Ether  de p6trole + 20-25 % 6ther sulfurique 
6 Jaune p&le Ether de p6trole + 25-50 % 6ther sulfurique 
7 Rouge lone6 Ether sulfuriqne pur 
8 Diffuse, form6e en r6alit4 de 7 bandes peu M6thanol pur 

nettes 

Fraction z: Le spectre u.v. laisse supposer qu'il s'agit d'esters de st6rols ; le produit 
d ' fvaporat ion donne une r6action de Liebermann intense: nous n'avons pas poursuivi 
l '6tude de cette fraction. 

Fraction 2: ne donne pas de spectre bien d6fini. Nous avons craint la pr6sence 
&esters d'acides gras aussi avons nous piatiqu6 nne saponification k froid par la 
potasse m6thanolique k 12 %. Apr6s extraction de l'insaponifiable par l'4ther de 
p6trole, lavage k l 'eau et sfchage sur sulfate de sodium anhydre, nous avons procfd4 
k une deuxi~me chromatographie sur magn6sie-c61ite ( I : I ) .  Le d6veloppement du 
chromatogramme par de l'6ther de p6trole contenant 2 % d'ac6tone permet d'obtenir 
2 fractious: (a) La premiere fraction est incolore et pr6sente dans l'u.v, une intense 
fluorescence bleu-ciel. Le spectre infra-rouge montre qu'il s 'agit d'une substance k 
longue chatne poss4dant, entre autres, une seule double liaison, et une fonction c6tone. 
I1 n 'y  a ni noyau aromatique, ni groupe OH. L ' f tude de cette substance n 'a  pas 6t6 
poursuivie. (b) La deuxi~me fraction est color6e en jaune pMe, le spectre montre un 
seul maximum k 441 m/x dans l'6ther de p6trole, ce produit n 'a  pu ~tre identifi4, il 
s 'agit peut ~tre d'un produit d'alt6ration. 

Contrairement k ce que nous pensions, ces diff6rentes fractions ne contiennent 
ni phyto6ne, ni phytoflu6ne. 

Fraction 3: Le spectre obtenu (4oo-424-45o-475 m/x) est celui d'un mflange. 
Par  chromatographie sur magn6sie-c61ite ( I : I )  avec de l'6ther de p6trole k 5 % 
d'ac4tone, nous avons pu obtenir deux fractions: (a) Le pigment de la I6re fraction 
a 6t6 identifi6 au fl-carot6ne grXce aux caract6res suivants: 

- Le spectre &absorption dans l'6ther de p4trole pr6sente des maxima situ6s k 
424-450-477 m~ (425-450-477 mr* d'apr6s GOODWlN15). 

- -D 'au t re  part  la chromatographie sur magn4sie-c61ite ( I : i )  du m41ange avec 
du fi-carot~ne pur (Roche) fournit nne bande unique. (b) Le pigment de la 26me 
fraction interf6re en partie avec le/3-carot6ne et n 'a  pu ~tre s6par6 de ce dernier qu'avec 
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difficult& Entiderement @iphasique, ce pigment sembie identique ;.~c pigment 24 n~is 
en 4vidence par  H. CLa~,.'s ~6 dales un mutan t  de Chio~'e[g~ et pr~sente ic's ~s:,axirna :-:u~- 
r an t s  : 4o4-4z6-453 mf,.  

Fract, io¢~ 4: Le spectre indique que la s@aration avee ia zone prdcdden>~ n'a pas 
6t6 parfaite. Par  centre, sur magn(}sie-cdlite (i : ~:) avec de ]:~tl~er de pdtro]e 5. ~o % 
d'ac6tone, n o u s  s ~ p a r o n s  facilement deux fractions: (;~,) La premi<"re est cons~:itm% 
par  le pigment X. (b) La deuxi£n;e est constitude par un pigrne;:t .que ~:ou.~: m.-ovs 
identi§~ au 7-carot2ne par  ses caract~res d 'absorption et son ~;pec;re prdsemr~.,~t !es 
maxima suivants:  435-46o-493 m./~ (432 46z-.494 m/~. d'apr~s GOOJ;WINa). 

Ire'action1..5: Cette fraction est uniquement  formate par  du o/caretshe d,.ij5 car;~c- 
t4rJs6 dans ]a fi:actior 4- 

FJ'ac¢io~, 6: Le comportement  c]-lromatograp]?ique et ]e spectre p;dscntant des 
maxima sJtm~s 5. 4z5-439-469 mff indJquent qu'i] s'a{,.Jt de ~leurospo;-("ne (4r5 --~44o 47 ° 
mff d'apr~s HAXOg). 

2"¢'actioJ~. 7- Le comportement  cilromatograp]~ique et ]e spectre (45S-4,'35--5z,~ rap.) 
montrent  qu'i] s 'agit  de torul4ne, ce pigment a 4% isoid par  L}~>;~d~:~ <% i?h. ~>zb~'~ ;°. 

Ieractio~z g: Les pigments, trop peu abondants  ~:t'o~t pu ~tre sdp;; ds d~ nnan:i~re 
satisfaisante. 

Fr~c~o~¢ 9 : Le pigmenl pr4sente Jes caract(~res d't~n acicie et semb]e bi~% db-pr~ s 
nos derni0res expdriences, &re Jdentique it ]a toruiarhodine isolde de JU~. ~"e~b~'ce, par 
I{ARRER ET RUTSCHMANN 71. 

Nous averts pr@ar~ l 'ester m(:thy]ique de notre pigment acide par action du 
diazon%thane; Ia comparaison du spectre d'absor>tion, dans ]'~!Ii"~, ~ ,ae'a ~PdL':°]e d~: 
produit  obtenu avec un dchantillon authent iquc d'ester n%t]~.ylJq~e de ]a torttJa- 
rhodine ]aisse penser q~:~e notre pigmem, est constitu4 par un rn~lange d,;s %trees cis el: 
t,~,a¢~s de la torularhodine. 

En faJt ap]:~s Jsomd.risation par J'iode salon ZECHME;rS'I'ER ]7, i e>~ter ~Tl~;/E~I371J(iIIO 
de r~f6rence fournit u~ spectre pra t iquemcnt  identique 5. celui que nous avon:: obtenu 
pour Fester n%thyliq~e de. notre pigment acide (volt Fig. ~). 

D'ail]eurs la !:orularhodme a did obtenue b partir  de R/z. ;n~ci,(~g£,msa (};[oJ~[lllaJ?l? 

La Roche, COlnI'I3HllJC&tJO:I3 personnelle). 
Densit6. optique 

O.a! 
1 

4oo 450 500 5~o ~7  
I:ig. ~. ~. Es t e r  m4tl~yliqu¢ de ]a to~ularl~od~rlc, e. Es t e r  m.dtlsy]ique de ia to ru!a rhadine  ~q~r,)s 

Jsomdrisat ion pa r  l ' iodc. 3. E s t e r  n%t]ny]iq.ue du p i g m e n t  acide Jso14 de P/L ,~z~ciZ¢gi~ms,. 

J~McT, i.,~. Bio./~#ys. A ci#, 4 ° (',96o) 44?- ~57 



BIOSYNTHESE DES CAROTaENOIDES CHEZ Rh. mucilaginosa 449 

Notre souche de Rh. mucilaginosa contient donc quatre pigments principaux: 
torularhodine, torul~ne, ~,-carot~ne, ~-carot~ne, ce qui est en accord avec les r6sultats 
de plusieurs auteurs pour d'autres esp~ces de Rhodotorula et en particulier avec ceux 
r6cents de PETERSON et al. is pour Rh. mucilaginosa. 

Nous avons pu, d'autre part, mettre en 6vidence tout d'abord le neurospor~ne 
qui, en ce qui concerne les levures, n 'a 6t4 signal6 jusqu'~ pr6sent que par BONNER et al. 
chez Rh. rubra et enfin le pigment X dont c'est la premi6re fois que l'on mentionne la 
pr6sence chez une levure. 

Mutant ROI : Nous avons pu caract6riser quatre pigments : le torul6ne, 7-carotene, 
pigment X, ~-carot~ne. Cette souche se distingue donc ais6ment de la souche m~re 
au moins par l'absence de torularhodine. De plus, le neurospor6ne n'est pas syn- 
th6tis6, du moins ell quantit6 d6celable, dans nos conditions exp6rimentales. 

Mutant RBr:  Malgr6 sa coloration blanche, nous avons pu mettre en 6vidence, 
op6rant snr 200 g de levure, des traces de ]~-carot~ne. La mutation a donc provoqu6, 
chez cette souehe, une abolition pratiquement totale de la synth~se des poly6nes; 
nous n'avons pas pu, notamment, trouver d'accumulation de phyto6ne ou de phyto- 
flu~ne, corps considdr4s par plusieurs auteurs comme 6taut les pr6curseurs des caro- 
t6noides. 

Mutant RJI :  Malgr6 sa coloration jaune, nous avons pu caract6riser chez ce 
mutant la torularhodine, le torul6ne n'a pu 6tre d6cel6. 

Par contre il faut noter la pr4sence d'un carot6noide que nous n'avons jamais 
rencontr6 dans la souche m6re: le ~-carot~ne. De couleur verte en solution dans l'6ther 
de p6trole, il est adsorb6 sur colonne de magn6sie entre le/3-et le 7-earothne. 

Le spectre effectu6 dans l'6ther de p6trole nous a fourni les valeurs suivantes: 
378-399-424 m~, NASI-I ET ZSCHEILE 19 donnent 378-4oo-425 m~. 

En outre, nous avons pu montrer chez ce mutant la pr6sence de neurospor~ne, 
7-carotene, fi-carot6ne. 

Mutant RJP:  Ce mutant de couleur plus p~le que le pr4c6dent, contient les m4mes 
pigments que RJI ,  y compris la torularhodine. 

Mutant Mz:  Malgr6 nos nombreux essais, nous avons toujours du constater 
l'absence de pigment ainsi que de phyto6ne et phytoflu~ne. 

Mutant R J P X :  A l'exception du pigment X qui n 'a pas pu ~tre caract6ris6, ce 
mutant contient tous les  pigments rencontrfs dans la souche m~re, c'est-k-dire: 
torularhodine, torul~ne, y-carot6ne, ]~-carot6ne. En outre, de m~me que chez les deux 
auties mutants jaunes R J I  et RJP  nons avons pu caract6riser le ~-carot~ne. Enfin, 
c'est la I~re de nos souches dans laquelle il nous a 4t6 possible de mettre en 6vidence 
le phytoflu6ne que nous avons caraet6ris6 grace ~. son intense fluorescence bleu-vert 
dans l'u.v., son adsorption au-dessous du/3-carot6ne et son spectre : 33o-348-368 m/~ 
(332-348-367 m/~ d'apr6s BONNER et al. ~) 

De plus, nous avons confirm6 que le polyhne que nous avons isol6 6tait bien du 
phytoflu6ne par chromatographic de son m61ange avec du phytoflu~ne que nous 
avions isol6 d'un concentr6 de tomates selon la technique de RABOURN et al3 °. 

Mutant ORI: Cette souche, de coloration assez difffrente de celle du mutant 
RJPX,  ne pr6sente cependant, avec ce dernier aucune diff6rence qualitative darts sa 
composition en carot6noides. Nous avons en effet pu caract6riser: la torularhodine, 
le torul6ne, neurospor6ne, 7-carot6ne, ~-carot6ne, fi-carot6ne et phytoflu~ne. 

Mutant R J P Y :  L'analyse de ce mutant, dont la coloration est voisine de celle de 

Biochim. Biophys. dcta, 4 ° (196o) 442-457 



450 j. VILLOUTt~EIX 

O R I  nous a rdserv4 une grande surprise car cinq des pigment:s >':,~mo~3tr4s ebez so;~ 
prdcurseur immddiat  (ORz) ont disparu et seuis ie ~-carot~?~e el !e nev:-ospor4r~e 
subsistent. 

Par  cent.re, le lycop6ne s 'y  t rouve en q.uantit6 re]advement  4]ev4e e, no~o~; avons 
pu isoler ce carot6no~de '5. 1'6tat cristallis6. II a 6t6 caract&;is6 par s,m specu-e d 'ab-  
sorption dans l 'dther de p6trole: 446-474-5o6 m> (446-474-506, Esc~;~? -,~) e~ par  
chromatographie  du md]ange avec du ]ycop~ne pur  (Fh~ka). 

A notre connaissanee, ]e Iycop~me n 'a  &6 mis en 4vidence c]~ez ]es ievures rouge~-, 
que dans un seul autre cas, celuJ d 'une va.ridt6 de Rh. sanniei 4tudi(;e par FI~OMAOEOT 
ET TCHANG 2~. 

Enfin, adsorbs) au-dessus du lyeophne, nous avo~s trouv6 un pigm, en~: que se~- 
caract6res d 'adsorption et son spectre 504-535--57 ~, mt~. dans It sn]fme de ca.rbone, 
466-494-528 m/~ dana ]'~ther de pdtro]e, nous out permis de Fitle~-~tifier 5 ia W',.odo- 
violasci~e (5oo--53~-57o m/z) dans le sulfure de carbone et (466--494--5~{~ m[,) dana 
l 'dther de p~trole selon Ka~J~v~ ~;T SOL;,~SS~N ~a. C'est ]a premJd, re lois aeml~le-i>J] q~:e 
ce pigment  qui constitue la majeure patt ie  des carot4noides d,. cer~ai>es~ baci6rie.~? 
photosynthdt iques ~a eat mentionnd chez une ]evure rouge. 

Etude cTe~antitative 

A5n de diminuer los risques d 'oxyda t ion  et d'isom6risation, r~oua a-cons ~:ravaJlid 
sur des quantit~.s de ]evure beauceup plus faibles que pr6.c~demme~_~: (de ] ordre de 
quelques grammes) permet tan t  ainsJ des extractions et des chroma.tographles plu~ 
rapides et uous arena  x ¢~-rJfid que la reproductibilit~ de nos dosages <.tait sarisfaJsante. 

Le Tableau I I I  rdsume ]es r4sultats que nous averts obtenus dana !7.rude de 
chaque souche, seuls lea mutan t s  RBz  et ]~fI qui ne contiennent p~ts de carot&~oides 
n'y figurent pas. 

L 'exame~ de ce tableau montre  que. (a) Le taux des earot&~o~des ~>oiaux es~: 
variable il est ne t tement  diminm~ dans RO~ et R J P Y  (~e fo,'tio~'i dana F.]3i et .~D) 
par rapport  fl RMP a]ora qu'il est augment6, dans ORz. (b) Le taux de cer+.:ains ca_ro- 
t6noides varie considdrablement. La torularhodh~e q~J forme ]ca ~/5 des pigments 
de ]a souche rn~re, n 'existe plus ou ne se rencontre qu 'en quantity! {nfdrJeure 5. 5 % 
chez lea mutants .  Le fi-carot&~e, ~3u contraire qui reprdsente mohas tie 5 o des pig- 
ments de RMP, forme plus de 6o % de ceux de RO~: et RJP .  L< 7-caro~&:e passe 
de I qo chez RMP 5. 42 % chez R J I .  (e) Des carot(~no?~des nouveau-< peu,.:en~: appa- 
ra~tre comme ]e ]ycop~nc' qui reste ind~celable dans ia souche mhre mais con:~th:u< 
8.5 o, des carot4.noidea de R JPY. 

/ O  - " . 

Modificatio*~s appo,'t~es ySar le 2-/o,d~'o~%vb@h&tyle darts la te,~.e#~ e~e ca;'o~&,o?dea de 
Rb. muci]aginosa 

Dans un. prdc~de~.t m d m o i r e  s4 n o u s  averts montr4 que sous ]'Lnfi'aencc dn e hy-  
droxybiph6nyle no~s obtenons, en culture, une ]e~ure prat iquement  b]a.nci~e. Cettc 
derni6re n 'est  cependm~t pas tota lement  d@ourvue  de carot6noides. E.n ef/et, nora: 
avons extrait  ~ pard;- de 5 ° g de levure sdeehe ayant  pouss4 en prdse~ce de 2-hydroxy-  
biphfnyle  une solution ]aune tr&s pfiIe que nous averts soumise ~ ]a cJ~romatographi, . 
Quatre expfriences out dtd r4alisdes dans les m6mes conditions et ont donnd chaque 
lois des r4sultats qualitatifs identiques. Nous a reas  pu caractdriser le ~'-carot%ne,  

le neurospor('ne et ]e phytot.ne ~ ]'exclusion de to,at autre po]yi:ne. L.'.:,:q: dos,~ge a &td 

!~oc.%i~r~'. idiop[C.'s. .'1~1:, 4o (~96o) 442--!57 
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452 j, VU~LOUTREK,: 

fait  dans deux exp6riences, en voici les rdsul ta ts  exprJm~s en >g/g de !evtn:e s0ehe: 

~'( e P, rocpor01~ e o. ~ t o. 92 
~" Ca rot,, 'm e ~ .66  z.,44 
P b  Fto~)ne 6 i o 

Le phytoflu¢:ne est done to t a l emen t  absen t  de ces culturef~. Ce fail: n:'e~t Fa:~ 
surprenant ,  NAXAYA>rA ea Wa que r a remen t  pu ca rac t&ise r  !e p]Utoflu?ene ehe~ des 
levures rouges et d'a.utre par t ,  BONNER Cf aZ. qui ont  (:t~ ]es premierr5 auteurs  A ~/f~n~ie~ 
]a presence de ce poly<':n<', chez Rh. ~'vSra, ont notd sur des souches corinne;vales pe nda n t  
deux ans nne diminutJo~ tff:s Jmpor tan te  du t aux  de p]~ytoflu&~c ~¢. 

Efz~de de Fahl)arition des eszkme~zh afi,'as ~5[kn, i~atio~ de 2-kydroxyb@~&ayk: 

~o ml d 'une  cuJture de Rh. m.cihginosa  sur ~--hydroxybipi~( ny!, ~ kg,!( de 24 i~, 
servent  "~, ensemencer  4 ° bohes  de Roux  con tenan t  chacune ~oo .,.~nJ de n~limx >:;n',..i- 
synthdt ique  g61osd et 4 ° :,~,g/ml de 2d~ydroxybip]]dny!e. La  ievure e>~: ~,icoik(~<: g~u bout 
de 4 jours  ~. l ' a ide  d 'une  >o]utJon de e & y d r o x y b i p ! ~ n y ] e  ;t 4.0 ffg/ml ,>off cent ffng()e ;~. 
o ° et lav6e 4 lois r ap idement  ~, ] 'eau g]acde: dans ees condit ions,  ~ ne reste p],,,~,: ~i 
sucre, ni e -hydroxyb iphdny le  dans ]a derni~:re eau d_c lavage. 

La masse eelluk~ire cst plac4e darts 8 ] d 'une  soh~tion de phoq)hat:, '  moJ~.opota:-:. 
sique M/x  5. Nous prdievcms a]or; rapJdement  ~n dcim~tfi]on quJ set,. ira a~. dos~ 9-e des 
carot6no~des ~ ] ' ins tant  zdr') puis un eourant  d ' a i r  ~:t&i]e e'..:,t en.voyd da.us la srisj'e.*~sio~:,, 
Au bout  de 20 mJn, ~e c!~angement d (  te inte est ddji~, perceptJbJe. Des deliv_~tiJlons 
sont pr4lev4s au bout  de :~ 1% 6 ]~, z2 }~, 24 ]L 36 ]~, 48 ]% 72 ]}; ia ]e-,:urc est {:2&" p;',r 
] 'acdtone et ]es carot&]o[des ex t ra i t s  de. ]a maniiere habit~e]le.  

Les r4sul ta ts  d ' tme de ces exp6riences sont indJguds clans ]e ']ai::-ie~,~ T,-. 

T A B L I Z A I 7  I V  

DOSAGE 192r.S DIFFJ 'RJgNTS CAROTJ~;N-O][])]~2S :EN FONCTION ]:)L TFE'I~ S, 
API~'JzS ]~LIMJN2. TION ])U ;Z-IgSYI)RO>C3rBIPig]~;NS"LE 

L e s  rds  fl£a,ts s o ~ t  e x l ) r i m d s  cn  f f g j g  d e  1< v u r e  s,.'~('b(. 

/ <,, 4~v ~ 2,'cI~ros];om~i;o y-Ga;'o~!2alc, 2-Ca~'otg~c ,)-Co ~.,;/~ hc 7"(/,d Temhs (h~ To~'ldarhogi~c "" 

o o e o.,~o o 3 . 0 7  <: 3 . 4 7  
2 0 .83  e 0 4 3  o 5 . e 3  o 6 . 3 9  
6 e .7  o 0 . 6 6  0 5 .25  0 ~' . ~ :  

] e  2~ o o . 7 : z  o 3 , : e  s . 7 3  eY.d7  
e 4 3 8 . 7 5  e 3 .3  o o . 6 ~  J 3 . ° 5  e . 4 8  x I 8g  ~ ~ 3 . z 5  
36  70 .2  e 9 . 6  <),70 15.J  ~, o . 6 8  e{:. 5 J ~5.63 
48 7 2 2  32.~ 0 . 6 6  7 .6  o 3 2 . 2  : ! ~ . 7 @  
72 68 eL65 o 7.3 ° o ~ 5 .95  l o~ .oz  

D I S C U S S I O N  

L'd tude  de ~ONNER C~ a~. ~ const i tue  toujours ,  i~ notre  connaissancc,  ]a seu]e t en ta t ive  
pour  aborder  le mdcanisme de ]a carot&~ogdm)se des levures rov, ges pa.r Fana lyse  
syst&matique de mutan ts .  Les condi t ions dans ]esquelle.~: ont opd;6 ]e~ auteurf, prf~cd- 
dents  sont tr(;s diff&rentes des n6tres;  en part icu]ier  les mu ta n t s  isol&.; ]?roviennent 
tous  d 'une  seule i r radia t ion  u.v. de la souche re&re a]ors que la p]upar t  de nos souehes 
sont  obtenues  apr4s pIusiem*s i r rad ia t ions  successives, ce quJ peu t  e×pJiquer que noux 
enregis t rons des modificat io>s beaucoup plus marqudes.  

.HelocJ,,f~;z. /dio)6k3/s. _4 ~h,% ! o (T 96o)  ' t '42-  457 



BIOSYNTHESE DES CAROT1~NOiDES CHEZ Rh. mucilaginosa 453 

BONNER et al. n'ont pas mis en 6vidence de torularhodine et le torulhne constitue 
dans leur souche m6re 7 ° % des carot6noides totaux. Trois de leurs mutants sont rest6s 
rouges (IV, VI, vii), deux mutants ( I e t  II) sont orang6 et se distinguent de la souche 
m6re par une tr~s forte diminution du torul6ne et une augmentation sensible du 
y-carot6ne, surtout chez le mutant II. 

Nous constatons de m~me chez notre souche R J I  une disparition pratiquement 
totale du torul~ne et une tr6s forte augmentation du y-carotene. Chez ROI, la dispari- 
tion de la torularhodine est 6galement accompagn6e d'une augmentation sensible du 
fi-carot~ne. I1 semblerait done d'apr~s ces r6sultats que le 7-carotene constitue le 
pr6curseur du torul~ne et le fi-carot~ne celui de la torularhodine. 

De fait, la structure polyisopr6nique des carotfnoides incite k concevoir une 
filiation dans leur synth~se et c'est ainsi qu'k la suite d'une 6rude g6nftique tr6s 
6tendue sur les tomates, PORTER ET LINCOLN 27 ont propos6 le sch6ma ci-apr~s. 

- - 2 H  

d-Carotene <-~ ____ ._  

r 
<___ [ ~ - -  4H 

Prolycop~ne 

T4 t rahydrophy to6ne  (eicosahydrolycop~ne ?) 

~ - -  4H 
Phyto6ne  (hexad4cahydrolycop6ne ?) 

- -  4 H 

Phytoflu~ne (doddcahydrolycop~ne ?) 

~ - -  4 I t  

~-Carot~ne (octahydrolycop6ne ?) 

~ - -  4 H 

T6trahydrolycop6ne - - - +  Pro t4 t rahydro lycop~ne  

- -  4 H 
? (0) 

Lycop~ne --+ g y c o x a n t h i n e  --+ Lycophyl le  
I 
? 

y-Carot&ne 
I 

fi-Carot6ne - - - +  c~-Carot6ne 

(d'apr~s GOODWlN 15) 

Certains auteurs ont pu mettre en 6vidence une telle filiation chez les micro- 
organismes et tout r6cemment NAKAYAS{A 2s a montr6 ~ l'aide de mutants de Rhodo- 
pseudomouas sph&ogdes que deux pigments Y et R se synth6tisent selon le sch6ma" 

I 2 3 
Phyto6ne  ~ Phytof lu6ne --> ~-Carot~ne - -~ Neurospor6ne 

~ 4  
IR 4 - -  Y 

5 

La r4action I serait bloqu6e chez le mutant bleu-vert qui ne contient plus que 
du phyto~ne, la r6action 4 est bloqu6e chez le mutant vert qui accumule principale- 
ment du neurospor~ne et du dihydroxyneurospor~ne alors que la r6action 5 n 'a pas 
lieu chez le mutant brun qui voit s'accumuler du neurospor6ne et du pigment Y. 

Par une 6tude compar6e de l'apparition des carot6noides dans des conditions 
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normales  et aprd~s act ion de ]a diph~nylamine,  .[exsF.x ef a12 "s col~ch:ent 6gaJemer, t 
chez Rhodos]Sirillu~n rubrum, 5. une filiation, se]on ]e sch6ma: 

Phyto~ne ---.~ Phytofl~ffe~e --+ ~-Carot6ne 

i / W . . . . . . . . . . .  ~ R  
q' / 

Neurospor6ne < 
\ ,  

"a I.ycop0ne + P48~ ---- Spb:iI]ox~<~tbine 

Nous allons envisager  si ces sch6mas peuven t  4fre appliqu6s aux r6sul ta ts  cxp6ri-  
m en t aux  que nous venons de r appo r l e r  en 6 tud ian t  les diff&enles  / t apes  indiqu(e.~: 
pa r  les auteurs .  

I.  L 'ex is tence  de la p remi[ re  de ces 6tapes:  Phyto.,',ne - -- pilytofiu&-',e semble 
douteuse  chez Ra. muci/aginosa du fair que ces deux poly&nes n'o~.~t p;~,.~; pu ~:tre 
caractdris6s s imul tandment  darts une souche donnde el. qu 'en part ieui ier ,  ~qf ]e phyto~:'i~e 
est pr6sent  dans notre  levure cult iv6e en presence de 2-hydroxybiph,4nyle,  !e p b y t o -  
flu~ne e n e s t  absent .  

SJ l 'on adme t  avec R,~e, oLm> ~a° que ]e phytoeme e t ]e  phytoflutm e son t des isom~res, 
la succession de d&hydrog6na t ions  propos6e pa r  PORTER ET Ln:cor.>- ~ 'es t  p b s  
va lab le  et  on peut  aussi bien penser  que ces denx corps p rov iennent  dkm prdcursem 
commun sans qu'i] soh n4cessaire que l 'un  d6rive de l ' aut re .  

I1 faut  cependant  se rappe le r  que KoE ET ZECPIMEISTER 60J]t appar<nmen~ obte lm 
du phytoflu&ne g pa r t i r  du phyto(me pa r  d~shydrog~nat ion 5. ] 'aide de N-bromo-  
succinimide.  

2. L '4 tape  suivam:e: phytoflu~':ne--~- (--caroffme ne semble pas .,~on piu~ avoh 
lieu chez Rh. mucilagi~zo.,a. 

D'apr~s l 'exp4riel?ce relat6e darts ]e Tableau  IV Jl se synthdtJse d.u ~7--ca.rot[~e 
s lo ts  que la  ]evure au d @ a r t  ne contenai t  pas  de phytoflu~me qui d.'aflleurs JJa j amais  
pu ~tre caract6ris6 au cours de cet te  exp&Jence. 

D ' au t r e  par t ,  dans les muta>.ts oh ]e ~--carot&~e a pu &re J-his, e;~ &,Jdence, ]e 
prdsence ou 1'absence d.e pbytoflueme ne semble pas  mfluencer ]e t~.~:,: de c< caro- 
t4noide. 

Enfin d ' a p r [ s  les t r avaux  de NASH c.t aL ~.'~ le _Z'-ca.roff:ne serai t  un isomer're d.u pi~y{o- 
flu~ne et non un d4hydrophytoflubl~e ce qui va  6galement  5. l ' enco~tre  de ]a. ihdorJe 
des d~shydrog4nat ions  successives. 

3. Le passage du ~-carot~'mc au neurosporb.ne est (ga lement  dou teux  chez Ra. 
mu.ciZaginosa car si le nenrospor~me a pu ~tre caract4risd dans  la souebe m4re e~ t rava i l -  
]ant sur de fortes quantJt6s de levure, ]e ~-caroffme n ' y  a jamais  6t(e mJs en &,,Jd.ence. 
De plus darts la levure cult iv6e en prdsence de 2-hydroxybiph6nyle,  !e taux de g7-caro .... 
t~ne est sup6rieur 5. celui du neurospor6ne,  ce quJ ~Test gu4re ep. #~:e~r d~.~ passage 
~'-carot~ne ~ neurosporime. 

4. La  filiation neurospor0~e - +  ]ycop(me ne semble s'op{~rer i-_;{ chez ]a souche 
m6re, ni chez ]es m u t a n t s  aut res  que R J P Y .  I] ne nous a pas  41:6 pos<Jble cn e.{h[eJ:, dc 
m e t t r e  en 6vidence le ]ycop~'ene mhme en t rava i l ]an t  sur des quani:Jtds de ]ev~u-e s&cbe 
de Pordre de 3o0 g. De F, ius dans R J P Y  oh le ]ycop6ne repr6sente 86 % de~, poly~'mes 
to taux ,  Ie neurospor[ne  reprdsente 4 °'o, c'est-'~.-dJre un t aux  sembb.ble  ~. ceh~i des 
aut res  m u t a n t s  oh iJ ~e ;~e forms pas  de iycop&ne. 
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5. L'enchalnement lycophne ---> y-carot6ne --+ fl-carot6ne semble 6galement peu 
vraisemblable. En effet nous n'avons pu d6celer de lycop6ne dans la souche m6re qui 
contient cependant de petites quantit6s de ~,-carot6ne et fl-carot6ne; d 'autre part  
apr6s 61imination du 2-hydroxybiph6nyle le v-carot6ne apparalt  apr6s le fl-carot6ne 
et non avant, de plus la pr6sence de lycop6ne n 'a  pn 4tre not6e darts ce cas 1~.. 

L'apparit ion de pigments n'existant pas dans la souche mhre comme par exemple 
le lycop6ne, que nous trouvons k un taux 41ev4 dans RJPY,  est assez difflcile 5. 
expliquer. 

Cependant on connatt des mutations correspondant 5. 'Tacquisition" d'un g6ne al 
et d 'autres oh l 'apparition d'un caract~re est due 5. la mutation d'un g6ne dominant 
qui exer~ait une action inhibitrice. 

Qnelques cas d'apparition de pigments chez des mutants  sont signal6s dans la 
litt6rature: BONNER et al. 1 n'ont  trouv6 de ~-carot6ne chez Rh. rubra que dans le 
mutant  "brun-orang6". SAPERSTEIN et al. ~s 6tudiant les pigments de mutants  de 
Corynebacterium michiganense obtenus par action du sulfate d 'uranium signalent dans 
le mutant  orang6, l 'apparition de fi-carot6ne et de canthaxanthine et dans le mutant  
rose, de spirilloxanthine alors que la souche m6re ne contient que de la cryptoxanthine 
et du lycop6ne. 

Ces r6sultats laissent penser, qu'au moins chez certains microorganismes, la 
synth~se des earot4noides ne s'effectue pas suivant la filiation propos6e par PORTER 
ET LINCOLN. 

Ne pouvant appliquer de sch6rna de filiation pour rendre compte de nos rfsultats 
exp6rimentaux, nous avons alors pens6 que les diff6rents carot6noides 4taient suscep- 
tibles d'fitre synth6tis6s indgpendamment les uns des autres ~. partir d 'un pr6curseur 
commun. C'est l'id4e qu'a 6galement soutenue GOODWlN a3 5. la suite de ses t ravaux 
concernant l 'action de la diph6nylamine sur la carot4nog6n6se de Phycomyces. 

Nos rfsultats exp6rimentaux peuvent se transcrire darts le sch6ma ci-dessous, 
analogue k celui propos6 par GOODWlN pour Phycomyces. 

f- Phyto6ne } 
Phytoflu6ne $-Carot6ne Non inhib6s par le 2-hydroxybiph6nyle 
Neurospor6ne 

Pr6curseur commun 
y-Carot6ne } 
fi-Carot6ne i Torul6ne Inhib6s par le 2-hydroxybiph6nyle 
Torularhodine 

Cette th6orie propos6e par GOODWIN semble parfaitement pouvoir expliquer 
nos r6sultats. La pr6sence d'un pr6curseur commun est confirm6e par les donn6es 
expos6es dans le Tableau I I I .  En effet, an d6but de l'exp4rience, la levure contient 
3.47 ~g de carot6noides/g de levure s6che, au bout de 36 h d'a6ration, nous trouvons 
145.63/~g/g de levure s6che. 

I1 n'est gu6re possible d'identifier le pr6curseur accumul6 au phyto6ne, puisque 
le taux de ce poly6ne est d'environ Io/zg/g de levure s&che ce qui est net tement 
insuffisant pour justifier un tel accroissement de la teneur en carot6noides. 

La nature de ce pr6curseur reste k d6terminer mais il est vraisemblable qu'il 
n 'appart ient  pas k la s6rie de PORTER ET LINCOLN et il pourrait s'agir d'une mol6cule 
beaucoup plus petite que l'6difice en C4o propos6 dans la th6orie de la filiation, ainsi 
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que ]'a sngg&:d 5'~Tac~I.',-~v a'~ pour  expl iqucr  ] ' augmenta t ion  co:i~c;Jd~/~a >]:: .b ' a  
syn th&e  du f i - c a r o t ~ e  pa r  Pic,'co~.;O,'<:e.~ sons ]:h~fluence de ]a fi %r>m:e 

D'a.pr~s cet a.uteur, Ja pat t ie  cc~tra]e de ]a mo](~cu]e se synt}%t ser~ t ind@en-  
;1 ,,. t)O! ' , I f 'q( d a m m e n t  de ses extffmaitd;s. I ]  est J:~_%ressa~t de constater que cet . . . . . .  -" : .", - lejomr:": " 

]a m~thode employ& par ISL]ZR e~ a../. :~s pour  effect~cr ]a synt:l~:~5~ oe.~' ' ca~{ &m~d~. . 
en rea]Jsant ]a conden.<atJon de 2 fragments syn)('.trJques a.~ec un ; [ ; :a . -n ;ent  m):r~_~ ~ 
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( ) .  \¥LN-GE 13o1.1r ]cs commentai~es qu: i l  ~ous ont adrcss(~s au suicq de~- n,u~,;;~.t;ons" " e ;  

Monsieur  ]e Professeur Goo>w~x pour ]:Jntd'r~t quq] ;) bien voulu p~4i~ < i~ ~<,t>:: i:~-a,, ~i). 
Xos remercJements ven t  (ga]ement  "t Ml]e CL:~i~.S pour  ]es re r  e~<:i.~>cn-:.< n! ~ ] . . . .  . (:t~ ic;!(' 

a. bie~ vou lu  nous foun~ir au suiet du p igme~t  X ei: fi ]~. f i rme Ho:rb~nam>L~)-]:~oche 
(Bfile~ pour  l'envoJ d'ur.~ ~chantJ]lon &ester  m~!t]?vlique de (or ' ,~b. rhc ,  d i n e  ~:,~ ] ' i n t e r  

pr f i ta t ion du spectre hffrm:oug-e 

m~su~k 

~. La souche de R h o d o t o r u i a  ¢ne.~ciIag*i¢msa q~m nous avons dtudi(.e cont i , ,nt  l {s 
carot(:noldes su i van ts  {n ffg/g de math"re s<'che: 

TorularhodJne 9 8, t o r u b n e  I6, 7 - c a r o t ~ e  >5, fi-carote.ne 5.5. ]~;]]e ~,e cor;tfi~p,t 
ni phyto0ne,  nJ pl~yto~]u",ne. 

2. P a r  i r rad ia t ions  u.v. succt:ssh e< hens a~ons pu iso]er des so~ches s{:~ hies doni 
la composi t ion qua l i ta t i ve  et quanlJ ta t ive  est tr&s diffdr<m te de cc]]e 4e Iv s<>uc],e m4 re  
pa r  r a p p o r t  g cet te  de~ui(:rc, ]e t.au:x de ce~*tains carotdnoides dimhv)c ou m&rne 
devient  nul, J] peut aussi augmenteJ- et 5i appa ra l t  patrols  des caro!dno?dcs n'c>;'~ta~t 
pas  dans ]a souche m&r~. 

3. Rlz. en~cilc~gino:<c~ cultivde e~ pT&cncc de 2 ]~ydroxybip]~('ny]c d (v ien t  b ianche 
mais  cont ient  encore de petites quant i tes de poiy(:n(:s. 

Pa r  ]avage, ]'in]Jbi~e~.~: pent  ~tre <:]imin(, et u~e syntl~':se endog<~e dec'. pigmem,.- 
pen t  6tre raise en 6vJde~ee. 

4. Les resui ta t s  obtenue~ ~e para issent  pas compat ib les  avec i'id&> d u.,~,'e !~5ation 
ent re  ]es differents po]yt>~es. 
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SU MMA RY 

7_Aminobutyrate-glutamate transaminase catalyzes exchange reactions between 
y-aminobutyrate and succinic semialdehyde and between L-glutamate and a-keto- 
glutarate. Several analogs were tested for inhibition of each of the exchange reactions; 
for a given analog, approximately equal inhibitions were obtained in both exchange 
reactions. Glutarate and butyrate were the most effective analogs tested. 

INTRODUCTION 

The purification of a soluble 7-aminobutyric-glutamic transaminase from a strain of 
Pseudomonas fluorescens has permitted a kinetic analysis of the course of the reaction 
described by equation (I). The results of this work were consistent with the hypothesis 
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