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SUMMARY

The carotenoids of Rhodotorula mucilaginosa. A study of their biosvauthesis by wmeans of

mutanl analvsis and by use of an inhibitor of carotencgene

1. The strain of Rhodotorula mucilaginosa studied contains the
tenoids, in pg/g of dry substance: torularhodine ¢S, torulene 16, -~carctene
B-carotene 3.5. It contains neither phytoene nor phytofluene.

2. By repeated n.v. irradiations stable strains were isolated, the
which differs greatly both in quality and quantity from that of the
the proportion of some carotenoids is lower or even zero, but it can also !
and sometimes carotenoids that have not been found in the mother strain appear.

3. Grown in the presence of z-hydroxybiphenyl, Rh. wmuceaginosa becomes
white, but it still contains small quantities of polyenes. The inhibitor can be removed
by washing and an endogenous synthesis of pigments can be revealed.

4. The results obtained do not seem consistent with the idea that the different

composition of
mother strain:
> higher,

polvenes are mutually related.

INTRODUCTION
Si de nombreux auteurs ont étudié la nature des caroténoides des ievures du genre
Rhodotorula, peu d’entre eux ont tenté d’utiliser ces microorganismes pour aborder le
mécanisme de la biosynthése de ces pigments.
BONXER ¢ al.! aprés avoir obtenu des mutants de Rh. rubra par irradiation
ultraviolette ont proposé le schéma suivant:

Bloqué dax :
Bloqué dans les Mutants I et il
mutants ITL et V :

——— Torvléne
|
i

Précurseur(s) inconnu(s)-—— Phytofluéne

* Directeur Professeur I, KAvSER.
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BIOSYNTHESE DES CAROTENOIDES CHEZ Rh. muctlaginosa 443

NAKAVAMA ef al.2 ont montré que le toruléne et la torularhodine se synthétisent
probablement aux dépens du S-caroténe chez Rh. glutinis.

Dans le présent travail qui porte sur RA. mucilaginosa nous étudions d'une part
les modifications de la caroténogénese provoquées par des mutations dues a des
irradiations u.v. et d’autre part celles apportées par 'emploi d’un inhibiteur. L’analyse
des résultats obtenus nous permet de proposer un schéma de la biosynthése des
caroténoides chez Rk. mucilaginosa.

MATERIEL ET METHODES
Microorganisme

Levure appartenant a l'espéce Rhodotorula mucilaginosa (Jorgensen) Harrison
et identifiée par Delft.

Miliew de culture: 11 s’agit d’un milieu semi-synthétique ot 'apport de facteurs
de croissance se fait sous forme d’un “jus de levure” obtenu selon CoNwaYy ET BREEN?:
25 g de levure de boulangerie sont dispersés dans 250 ml d’eau distillée, le tout est
porté 4 ébullition que I'on maintient pendant 1h, puis centrifugé; le surnageant
constitue le “jus de levure”.

La formule du milieu est la suivante: sulfate d’ammonium 3 g, phosphate mono-
potassique 2 g, sulfate de magnésium 7 H,O o0.25 g, chlorure de calcium 6 H,O 0.25 g,
chlorure de manganése 4 H,0 0.001 g, sulfate de zinc ¥ H,0 0.001 g, acide borique
0.001 g, chlorure ferrique 0.0005 g, sulfate de cuivre 5 H,0 o0.001 g, iodure de potas-
sium 0.001 g, saccharose 20 g, jus de levure 250 ml, eau distillée Q.S.p 1,000 ml.
Stérilisation 20 min a Pautoclave a 120°. Le pH est alors §.2-5.4.

Mode de culture

Pratiquement toutes nos cultures ont été réalisées en boite de Roux sur milien
semi-synthétique additionné de 20 g de gélose/l. Aprés ensemencement, les boites
sont laissées a température ambiante pendant 4 jours sans prendre de précautions
spéciales contre la lumiére,

Irradiation ultraviolette

A Tirradiation des cellules en suspension dans un liquide agité, nous avons
préféré la méthode suivante plus facile a mettre en oeuvre:

La levure est mise en suspension dans un peu d’eau distillée stérile puis diluée
de fagon a obtenir environ 1,000 cellules par ml. Un volume connu de cette dilution
est étalé a la surface d’un milieu nutritif coulé en boite de Pétri.

Le générateur d’ultraviolet que nous utilisons est du type Germicide, il se présente
sous la forme d’un tube de 110 mm de longueur et de 5 mm de diamétre extérieur
(tube 123-100, Anciens Etablissements Gallois et Cie, Paris), fonctionnant sous haute
tension et basse pression. Le spectre d’émission de ce tube est surtout représenté par
la raie 2537 A. Le générateur est mis en fonctionnement 1 h avant le début de chaque
irradiation de fagon a obtenir une émission stable et d’autre part 4 assurer une
stérilisation suffisante de I'espace ol se feront les manipulations.

Nous portons la boite de Pétri a environ 10 cm de la lampe et enlevons le couvercle
qui est laissé dans le champ de la lampe pendant la durée de Iirradiation.

Nous replagons ensuite le couvercle sur la boite qui est portée a létuve & 30°

Biochim. Biophys. Acta, 40 (1960) 442—457



444 7. VILLOUTREIX

o

o}

pendant 48 b. Une boite de Pétri préparée dans les mémes
irradiée, sert de témoin. Sauf indication contraire, le temps d’is

par des essais préliminaires, a été de 4 min.

Extraction des caroténoides

Aprés lavage a Teau distillée et centrifugation, la levare
Pacétone a froid qui exirait, dans le plupart des cas, Ja presque t
noides. Lorsque Paction de ce solvant est épuisée, nous a,chexm,;) ‘
mélange acétone-méthanol (3:1) qui laisse une levure blanche.

Cependant certaines cultures fournissent des levures dont les carot
peuvent pratiquement pas étre extraits par le procédé ci-dessus. Une obs
fortuite nous a montré que si la masse humide est agitée avec du benzéne
dans ces conditions n’extrait pas de pigment), le traitement ultérie
acétone-méthanocl, aprés élimination du benzéne, permet Pext
caroténoides. Ce dernier procédé a cependant I'inconvénient de donner des ém
aun moment des lavages.

Quel que soit le procédé d'extraction utilisé, les solvants sont réunis, additionnés
d’éther de pétrole dans lequel on fait passer le pigment a Paide drune solution aqueuse
a 20 9% de chlorure de sodinm. Iéther de pétrole, éventuellement le méi
de petrole~ben7ehe est Javé 4 Peau pus séché sur sulfate de sodivm anhydre. On
distille ensuite 4 sec en atmosphére d’azote a I'aide d’une pompe a vid

Le résidu est repris par de I'éther de pétrole et la solution est
pendant une nuit ce qui précipite la majeure partie ¢
centrifugation a o° {la filtration a df étre proscrite car une pa:
fixée sur le filtre, méme si celui-ci est en verre fritté).

“traction par le

oides ne

[ R
a110n

coon totale

£
> éther

A }]}'C‘C on d'air

T]‘“](JAI"P

Chromatographie et dosage des carolénoides

Apres élimination des stérols, la solution éthéropétrolique du pigment brut est
versée avec précaution sur une colonne d’alumine Merck désactivée selon Goopwint,
Pour certaines fractions, une deuxiéme chromatographie sur magnésic a ¢té nécessaire.
Tous les solvants ont éié soigneusement redistillés et Pabsence de fiuorescence
trolée dans I'u.v.

oo

coni-

TABLEAU I

DONNEES SPECTROGRAPHIQUES POUR LE DOSAGE DES CAROTENOIDES DE Jih wincilagivosa

~ 1%
Caroténnide Posttion des maxima 4’ ahsorption dans £ rem
aroieioute Déther de pétrole en mp pour le maxinmum
principal

Phytoene 275 285 206 850 3
Phytofluene 332 348 367 1,540 6]
p-Carotene 424 430 477 2,590 4
I-Caroténe 378 3099 42 2,500 7
y—(aroteng 435 460 491 2,760 &
Neurosporene 415 439 469 2,990 [
Lycopene 440 174 506 3,460 T2
Toruléne 458 484 518 2,680 10
Spirilloxanthine 466 4G4 528 2,360 13
Torularhodine 474 500 533 2,580 i1
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Pour le dosage des caroténoides, nous avons utilisé les coefficients d’extinction
suivants: (voir Tableau I) définis par la relation

1% D X 10
Excmz’_c—“

ou D = densité optique
C = concentration en pg/ml.

Toutes les mesures ont été faites dans Péther de pétrole & I'aide d’un spectro-
photometre Beckman modéle D.U.

RESULTATS

Obtention de mutants sous I’ action de Uirradiation u.v.

A partir d’une de nos cultures conservée sur milieu semi-synthétique, nous avons
constitué une souche pure de Rh. muctlaginosa par isolement d’une seule cellule au
micro-manipulateur. Cette souche meére sera désignée dans la suite du travail par RMP.

En soumettant cette derniére a I’action de 'u.v. dans les conditions exposées
ci-dessus, nous avons obtenu, avec un taux de mortalité de 98 %, des colonies rose
pale ne présentant entre elles aucune différence macroscopique. Une de ces colonies
est prélevée, une fraction en est repiquée sur milieu solide et constitue la souche
RIN, Pautre fraction sert a préparer les dilutions qui subiront une nouvelle irradiation.

Celle-ci permet d’obtenir au bout de 48 h une colonie jaune (RJ1), une colonie
orange (RO1) et une dizaine de colonies blanches dont une seule est conservée. A partir
de ces différentes colonies, des souches pures sont obtenues en isolant une cellule au
micromanipulateur. 11 faut noter que, dans cette expérience, le taux de mortalité
n’a été que de 809 au lieu de 98 9, dans lirradiation précédente.

A ce stade de nos recherches, nous avons pensé que l’atténuation de la pigmenta-
tion des levures sous l'influence de Pirradiation était en quelque sorte un phénomeéne
progressif, des cellules étaient devenues blanches parce que le mécanisme de leur
caroténogénese avait subi une atteinte plus profonde que les cellules jaunes, celles-ci
ayant été plus sérieusement atteintes que les cellules orange.

Pour tenter de le démontrer, nous avons réirradié la souche RJ1 dans les mémes
conditions, avec la pensée que nous obtiendrions des colonies blanches; cependant
sur 3,000 cellules ensemencées, nous n’avons décelé, aprés une nouvelle exposition
aux u.v. identique aux précédentes, aucune colonie blanche. Nous avons prélevé
une colonie au hasard qui, apres culture, nous a donné la souche R J2. Cette derniére
a été, a son tour, soumise aux u.v. sans modification notable de la pigmentation et
une colonie a été cultivée, elle a donné la souche R]J3.

Lirradiation de cette nouvelle souche RJ3 aboutit & 'obtention d’une seule
colonie jaune pale (RJP) au milieu de colonies apparemment inchangées. Ce résultat
nous confirmait dans la pensée que P'irradiation aboutit & une décoloration progressive
mais si une nouvelle exposition a 'u.v. de RJP nous a permis d’observer une colonie
jaune tres pale (RJPX) et une cinquantaine de colonies blanches, dont 1'une con-
stituera la souche M1, la présence d’une colonie orange (OR1) venait infirmer notre
hypothése: I'irradiation pouvait aussi parfois augmenter la pigmentation aussi bien
que la diminuer.

Ce résultat nous a incité a poursuivre les irradiations afin d’essayer d’obtenir
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une souche dont Ja pigmentation serait aussi voisine que pos
souche meére.

sie de celle de la

ORI a donc été soumis a lirradiation dans les mémes conditions que ies souches

précédentes et, apres deux tentatives infructueuses, nous avons chtenu: des
dont I'une, rose orangé, constituera la souche RIPY et 'autre, orangé foncé,
RJPZ.

Toutes ces souches, dont nous donnons ci-dessous le schéma de fillation sont
stables depuis leur isolement qui date, en moyenne, de quatre ans.

Schéma résumant la filiation des différentes souches venant d'é

RMP
v

RB1 < RIN — ROz

e

RJ3 L RIPY

Mi < RIP —= OR1 <
v o

RIPX L RIPZ

Malgré les précautions prises au cours des différentes manipulations, il nous a
paru utile de vérifier que nos nouvelles souches appartenatent bien toujours a I'espéce
Rhodotorula mucilaginosa™. Toutes les souches colorées ont bien conservé Jes caractéres
essentiels qui permettent de les ranger dans 'espéce Rhodotorula mucilaginosa. Il n'en
va pas de méme pour les mutants blancs puisqu'une des caractéri
du genre Rhodotorula est une coloration allant du jaune au rouge.

NARAYAMA e al.? considérent que Ja différenciation des genres Cryplococcus et
Rhodotorula basée respectivement sur Uabsence ou la présence de o
arbitraire et suggérent que la distinetion soit faite d'apres la production ou non
“d’amidon’.

Cette manidre de procéder ne léve cependant pas toute indétermination, des
levures comme Rhodolorula glutinis variété infirmo-minjata produisant de “I"amidon™

Connaissant l'origine de nos scuches blanches, il était difficile d'admettre que
ces levures appartenalent & une autre espece que Rhodotorula mucilaginosa bien que
certains auteurs n’hésitent & annoncer la création de nouvelles espices par simple
irradiation ultraviolette!*.

Nous préférons cependant, dans notre cas, nous ranger a Pavis de B. EPHRUSS]
ET (. WINGE et considérer quiil s°agit bien de “mutants blancs” de Ri. sucilaginesa.

stiques essentielles

-oténoides est

Modifications apportées par les mutations dans la teneur ¢n caroténoides de Rh. mucila-

ginosa
Etude qualitative: Nous avons déterminé la nature des caroténoides de chague
souche a partir de plusicurs centaines de grammes de levure séche obtenue par eulture
en boites de Roux. Chaque boite fournit en moyenne 1 g de matiére s¢
Souche méve RMP: La solution éthéro pétrolique de pigment est passée sur

1.

* Le Centraal Bureau voor Schimmelcultures a bien voulu se charger de cetie vérification.

Riochim, Biophys. Acla, 40 {1060 442-257
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colonne d’alumine désactivée, il se forme un certain nombre de zones diversement
colorées dont Iélution est faite aussi sélectivement que possible. Le Tableau Il indique
l'aspect du chromatogramme et I'éluant utilisé pour la séparation de chaque zone.

Les éluats correspondant 4 chaque zone sont évaporés a sec sous pression réduite,
en atmospheére d’azote. Aprés remise en solution dans I'éther de pétrole, les fractions
ainsi obtenues sont examinées au spectrophotométre.

TABLEAU 11
SEPARATION CHROMATOGRAPHIQUE DES CAROTENOIDES DE RhA. mucilaginosa

Les zones sont indiquées dans l’ordre croissant d’adsorption.

Zone Couleur Eluant

1 Incolore Ether de pétrole

2 Jaune pale, fluorescence bleu ciel, dansl’u.v. Ether de pétrole + 39, éther sulfurique

3 Orange Ether de pétrole 4 109, éther sulfurique

4 Jaune pale Ether de pétrole 4 15-209%, éther sulfurique
5 Orange Ether de pétrole 4 z0-25%, éther sulfurique
6 Jaune pale Ether de pétrole + 25-50 %, éther sulfurique
7 Rouge foncé Ether sulfurique pur

8 Diffuse, formée en réalité de 7 bandes peu  Méthanol pur

nettes

Fraction 1. Le spectre u.v. laisse supposer qu’il s’agit d’esters de stérols; le produit
d’évaporation donne une réaction de Liebermann intense: nous n’avons pas poursuivi
I’étude de cette fraction.

Fraction 2: ne donne pas de spectre bien défini. Nous avons craint la présence
d’esters d’acides gras aussi avons nous pratiqué une saponification a froid par la
potasse méthanolique a 129%. Aprés extraction de I'insaponifiable par léther de
pétrole, lavage a I'eau et séchage sur sulfate de sodium anhydre, nous avons procédé
a une deuxiéme chromatographie sur magnésie—célite (1:1). Le développement du
chromatogramme par de 'éther de pétrole contenant z %, d’acétone permet d’obtenir
2 fractions: (a) La premiére fraction est incolore et présente dans 'u.v. une intense
fluorescence bleu-ciel. Le spectre infra-rouge montre qu’il s’agit d’'une substance a
longue chaine possédant, entre autres, une seule double liaison, et une fonction cétone.
Il n’y a ni noyau aromatique, ni groupe OH. L’étude de cette substance n’a pas été
poursuivie. (b) La deuxiéme fraction est colorée en jaune pile, le spectre montre un
seul maximum a 441 mpy dans Péther de pétrole, ce produit n’a pu étre identifié, il
s’agit peut étre d’un produit d’altération.

Contrairement a ce que nous pensions, ces différentes fractions ne contiennent
ni phytoene, ni phytofluéne.

Fraction 3. Le spectre obtenu (400-424-450-475 mpu) est celui d’'un mélange.
Par chromatographie sur magnésie—célite (x:1) avec de l'éther de pétrole & 59,
d’acétone, nous avons pu obtenir deux fractions: (a) Le pigment de la 1ére fraction
a été identifié au B-caroténe grice aux caractéres suivants:

~ Le spectre d’absorption dans ’éther de pétrole présente des maxima situés a
424-450-477 My (425-450—477 mp d’aprés GOODWIN'?).

~ D’autre part la chromatographie sur magnésie—célite (1:1) du mélange avec
du B-caroténe pur (Roche) fournit une bande unique. (b) Le pigment de la 2éme
fraction interfére en partie avec le B-caroténe et n’a pu étre séparé de ce dernier qu’avec

Biochim. Biophys. Acta, 40 (1960) 442—457
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difficalté. Entiérement épiphasique, ce pigment sembie identigue a
en évidence par H. CLArs' dans un mutant de Chlorella et présent
vants: 404-426-453 mip.

Fraction 4: Le spectre indique que la séparation avec la zone p
été parfaite. Par contre, sur magné

N

ie—célite (1 :1) avec de I"éther de pé
d’acétone, nous séparons facilement deux ﬁa,ctlons,: ay La premié
par le pigment X (b} La deuxiime est constituée par un pigment
identifié au y-caroténe par ses caractéres d’absorption et son spe
maxima suivants: 435-460-493 mpu (432-401—494 myu dapres Goc

Fraction 5: Cette fraction est uniquement formée par du y-caro
térisé dans la fraction 4.

LIraction 6: Le comportement chromatographique et le spectre p ;
maxima situés a 415-439-469 mp indiquent qu’il s’agit de neurosporine (473-440-470
mpu d’aprés Haxo%.

Fraction 7- Le comportement chromatographique et le spectre {.
montrent qu’il g’agit de toruléne, ce pigment a été isolé par LEDE:

Fraction 8: Les pigments, trop peu abondants n’ont pu étre sé
satisfaisante.

de maniére

Fraction g: Le pigment présente les caractéres d'un acide et semble bien, d’apré
nos derniéres expériences, étre identique 4 la tor
KARRER ET RUTscHyMANN,

Nous avons préparé Iester méthylique de notre pigment acide p
diazométhane; la comparaison du spectre d’ahsorption dans I'éthe i
produit obtenu avec un échantillon authentique d'ester méthvlique de la torula-
rhodine laisse penser que notre pigment est constitué par un méla
trans de la torularhodine.

En fait aprés isomérisation par Iiode selon ZECHMEISTERY,
de référence fouwrnit un spectre pratiquement identique a celui que nous
pour Pester méthylique de notre pigment acide (voir Fig. 1).

Drailleurs la torularhodine a ¢té obtenue a partir de Rh. mucilaginosa (Hoffmann
La Roche, communication perscnnelle).

l,inI‘]]Ole(i 1:»10]&30 de Rh. rubra par

Densité optique
0.3k

\\
260 750 500 550~

Fig. 1. 1. Ester méthylique dc la torularbodine. 2. Ester méth
isomérisation par I'lade. 3. Ester méthylique du pigment

rique de la t
e isolé de )
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Notre souche de Rh. mucilaginosa contient donc quatre pigments principaux:
torularhodine, toruléne, y-caroténe, B-caroténe, ce qui est en accord avec les résultats
de plusieurs auteurs pour d’autres espéces de Rhodotorula et en particulier avec ceux
récents de PETERSON ef al.l® pour Rh. mucilaginosa.

Nous avons pu, d’autre part, mettre en évidence tout d’abord le neurosporene
qui, en ce qui concerne les levures, n’a été signalé jusqu’a présent que par BONNER et al.
chez Rh. rubra et enfin le pigment X dont ¢’est la premiere fois que 'on mentionne la
présence chez une levure.

Mutant RO : Nous avons pu caractériser quatre pigments: le toruléne, y-caroténe,
pigment X, B-caroténe. Cette souche se distingue donc aisément de la souche meére
au moins par labsence de torularhodine. De plus, le neurosporéne n’est pas syn-
thétisé, du moins en quantité décelable, dans nos conditions expérimentales.

Mutant RBr: Malgré sa coloration blanche, nous avons pu mettre en évidence,
opérant sur 200 g de levure, des traces de -caroténe. La mutation a donc provoqué,
chez cette souche, une abolition pratiquement totale de la synthése des polyénes;
nous n’avons pas pu, notamment, trouver d’accumulation de phytoéne ou de phyto-
fluéne, corps considérés par plusieurs auteurs comme étant les précurseurs des caro-
ténoides.

Mutant Rjr: Malgré sa coloration jaune, nous avons pu caractériser chez ce
mutant la torularhodine, le toruléne n’a pu étre décelé.

Par contre il faut noter la présence d’un caroténoide que nous n’avons jamais
rencontré dans la souche meére: le {-caroténe. De couleur verte en solution dans ’éther
de pétrole, il est adsorbé sur colonne de magnésie entre le -et le y-caroténe.

Le spectre effectué dans I'éther de pétrole nous a fourni les valeurs suivantes:
378-399-424 mp, NASH ET ZSCHEILE! donnent 378-400-425 mp.

En outre, nous avons pu montrer chez ce mutant la présence de neurosporéne,
y-caroténe, fB-caroténe.

Mutant R] P: Ce mutant de couleur plus pale que le précédent, contient les mémes
pigments que RJx, y compris la torularhodine.

Mutant Mr: Malgré nos nombreux essais, nous avons toujours du constater
Pabsence de pigment ainsi que de phytoéne et phytofluéne.

Mutant RJPX: A Texception du pigment X qui n’a pas pu étre caractérisé, ce
mutant contient tous les pigments rencontrés dans la souche meére, c’est-a-dire:
torularhodine, toruléne, y-caroténe, p-caroténe. En outre, de méme que chez les deux
autres mutants jaunes RJ1 et RJP nous avons pu caractériser le {-caroténe. Enfin,
c’est la 1ére de nos souches dans laquelle il nous a été possible de mettre en évidence
le phytofluéne que nous avons caractérisé grice a son intense fluorescence bleu-vert
dans 'u.v., son adsorption au-dessous du S-caroténe et son spectre: 330-348-368 mu
(332-348-367 mu d’aprés BONNER et al.l)

De plus, nous avons confirmé que le polyéne que nous avons isolé était bien du
phytofluéne par chromatographie de son mélange avec du phytofluéne que nous
avions isolé d’un concentré de tomates selon la technique de RABOURN et al.20,

Mutant OR1: Cette souche, de coloration assez différente de celle du mutant
RJPX, ne présente cependant, avec ce dernier aucune différence qualitative dans sa
composition en caroténoides. Nous avons en effet pu caractériser: la torularhodine,
le toruléne, neurosporéne, y-caroténe, {-caroténe, B-caroténe et phytofluéne.

Mutant RJPY : L’analyse de ce mutant, dont la coloration est voisine de celle de

Biochim. Biophys. Acta, 40 (1960) 442-457
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ORI nous a réservé une grande surprise car cing des pigments rericont 5
précurseur immédiat {ORI) ont disparu et seuls le 5—car0tem et le neurosporéne
subsistent.

Par contre, le lycopéne s’y trouve en quantité relativement élevée et nous avons
pu isoler ce caroténoide & I’état cristallisé. 1l a été caractérisé par son spectre d’ab-
sorption dans I'éther de pétrole: 446-474-506 mp (440-474-506, ZscBERP] et
chromatographie du mélange avec du lycopéne pur (Fluka).

A notre connaissance, le lycopéne n’a été mis en évidence chez ]
que dans un seul autre cas, celui d'une variété de Ri. sanniel étud, el
ET TCHANG?.

Enfin, adsorbé au-dessus du lycopéne, nous avons trouvé un pigmeni que ses
caractéres d’adsorption et son spectre 504-535-572 myu dans le suifare de carbone,
466-494-528 my dans Iéther de pétrole, nous ont permis de identifier 4 Ia #hodo-
violascine (500-532-570 my) dans le sulfure de carbone et (460-494-528 mp} dans
I’éther de pétrole selon KARRER ET SoLMSSEN2E. Clest la premiére fois semble-t
ce pigment qui constitue la majeurc partie des caroténoides de certai
photosynthétiques?? est mentionné chez une levure rouge.

Jacieries

pa

Etude quantitative

Afin de diminuer les risques d’oxydation et d’isomérisation, nous avons frav
sur des quantités de Jevure beaucoup plus faibles que précédemment {de Jordre de
quelques grammes) permettant ainsi des extractions et des cluomatogmub*’
rapides et nous avons vérifié que la reproductibilité de nos dosages était satisfaisante.

Le Tableau I11 résume les résultats que nous avons obtenus dans I'éfude de
chaque souche, seuls les mutants RBzx et M1 qui ne contiennent pas de caroténoides
n’y figurent pas.

I’examen de ce tableau montre que: (aj Le taux des caroténoides fotaux
variable il est nettement diminué dans ROz et RIPY (a fortiori dans KBx ¢
par rapport a RMP alors qu’il est augmenté dans OR1. (b) Le taux de certain
ténoides varie considérablement. La torularhodine qui forme les 4/5 des pi
de Ia souche mére, n'existe plus ou ne se rencontre qu’en quantite
chez les mutants. Le f-caroténe, au contraire qui représente moins de
ments de RMP, forme plus de 60 ¢4 de ceux de ROz et RJP. Le y-car
de 19, chez RMP 4 429, chez RJ1. (c) Des caroténoides nouveanx I
raitre comme le Iycopéne qui reste indécelable dans Ia souche mére mais consti
85 9, des caroténoides de RJPY.

rieure 4 5 9%

-U/ lec P
o des pig-

tenme passe

Modifications apporiées par le z-hydvoxvbiphényie dans la teneur ean carolénoides de
Rh. mucilaginosa

3

ence da 2-hy-

Dans un précédent mémoire? nous avons montré que sous I'infl
t blanche, Cette

droxybiphényle nous obtenons, en culture, une levure pratiquemen
derniére n'est cependant pas totalement dépourvue de caroténoides. Iin effet, nous
avons extrait & partir de 50 g de levure séche ayant poussé en P ésence de z-hvdroxy-
biphényle une solution jaune trés pale gue nous avons soumise a la chromatographic.
Quatre expériences ont ¢té réalisées dans les mémes conditions et ont donné chaque
fois des résultats qualitatifs identiques. Nous avons pu caractériser le (-caroténe,

le neurosporéne et le phytoéne & Pexclnsion de tout autre polyéne. Le

il
T
i

i dosage a été

age
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452 1. VILLOUTREIX

fait dans deux expériences, en voici les résultats exprimés en pg/g e le

nrosporéne 0.84 ©.92
I-Carotenc 1.66 I.44
Phytoéne 15 1o

Le phytofluéne est donc totalement absent de ces cultures
surprenant, NARAYAMA® n'a que rarement pu caractériser le
levures rouges et d’autre part, BONNER ¢f af. qui ont ¢té
la présence de ce polytne chez Rh. yubra, ont noté sur des souches co
deux ans une diminution trés importanie du taux de phytofluenc®.

Etude de I'apparition des pigments apres élimination de 2-frydroxybe

tlaginosa sur 2-hydroxybiphén:

2o ml d’une culture de RhA. muc
servent & ensemencer 40 boftes de Roux contenant chacune 200 mi de m
synthétique gélosé et 46 pg/ml de 2-hydroxybiphényle. La levure est #¢
de 4 jours a Paide d’une solution de 2-hydroxybiphényle 2 40 pg
0° et lavée 4 fois rapidement & I'eau glacée: dans ces conditions,
sucre, ni 2z-hydroxybiphényle dans la derniére cau de Ia
I placée dans 81 d’une solu ie phosph
sns alors rapidement un échantitlon qui servir:
puis un courant d’air stérile est envové das

gée de 24

e monopot

sique M/15. Nous préjes ze des
caroténoides a I'instant zéro ;
Au bout de 20 min, Ie changement de teinte est déja perceptible. Des
sont prélevés an bout de 2%, 6 h, 120, 24 h, 36 1, 48 h, 72 h; la levure est
I'acétone et les caroténoides extraits de Ja maniére habituelle.

Les résultats d’une de sont indiqués dans le Tab

ces expérienc

Temps () Torularhodine

a o o [

2 ©.832 o o

[§] 2.7 0 [s]
12 21 o Q
24 58.75 23.30 0.68 73.05
36 70.2 .G 9,70 15.12
48 72.2 .66 7.0
72 68 s} 7.30

DISCUSSION

L’étude de BONNER ef al.% constitue toujours, a4 notre connaissance, Ja seule fentative
pour aborder le mécanisme de Ja caroténogénese des levures rouges par Panalyse
systématique de mutants. Les conditions dans lesquelles ont opére ]
dents sont tres différentes des ndtres; en particulier les mutants isold
tous d'une seule irradiation u.v. de la souche mére alors que la plupart de nos souches
sont obtenues apreés plusieurs irradiations successives, ce qui peut expliguer que nous
enregistrons des modifications beaucoup plus marquées.

anteurs préad

: proviennent

5 {1960) 442-457

=
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BONNER et al. n’ont pas mis en évidence de torularhodine et le toruléne constitue
dans leur souche mére 70 % des caroténoides totaux. Trois de leurs mutants sont restés
rouges (IV, VI, VII), deux mutants (I et II) sont orangé et se distinguent de la souche
mére par une trés forte diminution du toruléne et une augmentation sensible du
y-caroténe, surtout chez le mutant IIL.

Nous constatons de méme chez notre souche R]J1 une disparition pratiquement
totale du toruléne et une trés forte augmentation du y-caroténe. Chez RO1, la dispari-
tion de la torularhodine est également accompagnée d’une augmentation sensible du
B-caroténe. Il semblerait donc d’aprés ces résultats que le y-caroténe constitue le
précurseur du toruléne et le f-caroténe celui de la torularhodine.

De fait, la structure polyisoprénique des caroténoides incite a concevoir une
filiation dans leur synthése et c’est ainsi qua la suite d’une étude génétique treés
étendue sur les tomates, PORTER ET LINCOLN®? ont proposé le schéma ci-apres.

Tétrahydrophytoene (eicosahydrolycopéne?)
o
Phytoéne (hexadécahydrolycopéne?)
! — 4H
Y
Phytofluene (dodécahydrolycopéne?)
|~
f-Caroténe (octahydrolycopéne?)

—2H i‘4H

§-Caroténe <«—— — Tétrahydrolycopéne —-> Protétrahydrolycopene
-
- o)
X —4H v ©
Prolycopéne <— Lycopéne — Lycoxanthine — Lycophylle
\
y-Caroténe

p-Caroténe —— a-Caroténe
(d’apres Goopwin1?)
Certains auteurs ont pu mettre en évidence une telle filiation chez les micro-

organismes et tout récemment NAKAYAMA® a montré 4 'aide de mutants de Rhodo-
pseudomonas sphéroides que deux pigments Y et R se synthétisent selon le schéma:

1 2 3
Phytoéne —> Phytofluéne — {-Caroténe —> Neurosporéne
14
R<«-Y

5

La réaction 1 serait bloquée chez le mutant bleu-vert qui ne contient plus que
du phytoéne, la réaction 4 est bloquée chez le mutant vert qui accumule principale-
ment du neurosporéne et du dihydroxyneurosporéne alors que la réaction 5 n’a pas
lieu chez le mutant brun qui voit s’accumuler du neurosporéne et du pigment Y.

Par une étude comparée de I'apparition des caroténoides dans des conditions

Biochim. Biophys. Acta, 40 (1060) 142-457
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normales et aprés action de la diphénylamine, JeENSEN ef al.% concluent également
chez Rhodospirillum rubrum, a une filiation selon le schéma:

Phytoéne — Phytofluéne — [-Caroténe
|

Lo e

Neurosporéne {

P Y e R

B Lycopéne — P4¢81 —— Spirilloxanihine
Nous allons envisager si ces schémas peuvent étre appliqués aux résultats expéri-
mentaux que nous venons de rapporter en étudiant les différentes étapes indiquées
par les auteurs.

1. L'existence de Ia premicre de ces étapes: Phytotne — phvtoflutne semble
douteuse chez R/ mucilaginosa du fait que ces deux polyénes nont pas pu &ire
caractérises simultanément dans une souche donnée et gw’en particulier, si le phytodne
est présent dans nofre levure cultivée en présence de 2 thlOYi’hl]M]“]“ le, le phyto-
fluéne en est absent.

SiT’on admet avec RABOURN® que le phytodne et le phytofluéne sont des
Ja succession de déshydrogénations proposée par PORTER ET LIncorn
valable et on peut aussi bien penser que ces deux corps provienne
commun sans quil soit nécessaire que I'un dérive de Pautre.

I1{faut cependant se rappeler que KoE ET ZECHEMEISTER® ont apparemment obtenu
du phytofluéne a partir du phytoéne par déshydrogénation & I’ai flr\ de N-bromo-
succinimide.

2. L’étape suivante: phytofiuéne — (-caroténe ne semble g
lieu chez Rh. mucilaginosa.

Drapres Pexpérience relatée dans le Tableau IV il se synthétise d
alors que la levure au départ ne contenait pas de phytofluéne qui d’ailleurs
pu étre caractérisé au cours de cette expérience.

Drautre part, dans les mutants oir le {-caroténe a pu étre mis en
présence ou l'absence de phytofluéne ne semble pas influencer le >
ténoide.

Enfin d’aprés les travaux de NasH of al. le {~carotine serait un isomére dua phyto-
fluéne et non un déhydrophytofluéne ce qui va également a Pencontre de la théorie
des déshydrogénations successives.

3. Le passage du Z-caroténc au neurosporéne est également douteux chez Ri.
mucilaginosa car sile neurosporene a pu étre caractérisé dans la souche mére en travail-
lant sur de fortes quantités de levure, ie {-caroténe n’y a jamais été mis cn évidence.
De plus dans la levure cultivée en présence de 2-hydroxybiphényle, le taux de (-caro-
téne est supérieur a celui du neurosporene, ce qui nest guére en faveur do passage
l-caroténe —> neurosporeue.

4. La filiation neurosporéne —- lycopene ne semble s’opérer ni chez }a, s
meére, ni chez les mutants autres que RJPY. Il ne nous a pas été possible
mettre en évidence le lycopéne méme en travaillant sur des quantités de ]ev;zrfs
de Tordre de 300 g. De plus dans RJPY ol le lycopeéne représente 86 %, des polyénes
totaux, le neurosporéne représente 4 %, c’est-d-dire un taux sembl > & celui des
autres mutants ol 1l ne se forme pas de lycopéne.

isomeres,
plus
T ]( CUrseil;

non plos avolr
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5. L’enchainement lycopéne — y-caroténe — S-caroténe semble également peu
vraisemblable. En effet nous n’avons pu déceler de lycopéne dans la souche mére qui
contient cependant de petites quantités de y-caroténe et B-caroténe; d’autre part
aprés élimination du 2-hydroxybiphényle le y-caroténe apparait aprés le p-caroténe
et non avant, de plus la présence de lycopéne n’a pu étre notée dans ce cas la.

L apparition de pigments n’existant pas dans la souche mére comme par exemple
le lycopéne, que nous trouvons a un taux élevé dans RJPY, est assez difficile a
expliquer.

Cependant on connalt des mutations correspondant a “I’acquisition” d’un géne3!
et d’autres ou lapparition d’un caractére est due a la mutation d’un géne dominant
qui exercait une action inhibitrice.

Quelques cas d’apparition de pigments chez des mutants sont signalés dans la
littérature: BONNER ef al.! n’ont trouvé de {-caroténe chez Rh. rubra que dans le
mutant “brun-orangé”. SAPERSTEIN ef al.%® étudiant les pigments de mutants de
Corynebacterium michiganense obtenus par action du sulfate d’uranium signalent dans
le mutant orangé, 'apparition de B-caroténe et de canthaxanthine et dans le mutant
rose, de spirilloxanthine alors que la souche mére ne contient que de la cryptoxanthine
et du lycopéne.

Ces résultats laissent penser, qu'au moins chez certains microorganismes, la
synthése des caroténoides ne s’effectue pas suivant la filiation proposée par PORTER
ET LINCOLN.

Ne pouvant appliquer de schéma de filiation pour rendre compte de nos résultats
expérimentaux, nous avons alors pensé que les différents caroténoides étaient suscep-
tibles d’étre synthétisés indépendamment les uns des autres & partir d'un précurseur
commun. C'est 'idée qu’a également soutenue GooDWIN® 4 la suite de ses travaux
concernant l'action de la diphénylamine sur la caroténogénése de Phycomyces.

Nos résultats expérimentaux peuvent se transcrire dans le schéma ci-dessous,
analogue a celui proposé par GOODWIN pour Phycomyces.

[ Phytoene
?gg%izssge Non inhibés par le 2-hydroxybiphényle
Neurosporene
Précurseur commun <
y-Carotene
f-Caroténe
Toruléne

i Inhibés par le 2-hydroxybiphényle
[ Torularhodine

Cette théorie proposée par GoODWIN semble parfaitement pouvoir expliquer
nos résultats. La présence d’un précurseur commun est confirmée par les données
exposées dans le Tableau II1. En effet, au début de 'expérience, la levure contient
3.47 pg de caroténoides/g de levure séche, au bout de 36 h d’aération, nous trouvons
145.63 pg/g de levure séche.

Il n’est guére possible d’identifier le précurseur accumulé au phytoéne, puisque
le taux de ce polyéne est d’environ 10 ug/g de levure séche ce qui est nettement
insuffisant pour justifier un tel accroissement de la teneur en caroténoides.

La nature de ce précurseur reste a déterminer mais il est vraisemblable qu’il
n’appartient pas & la série de PORTER ET LINCOLN et il pourrait s’agir d’une molécule
beaucoup plus petite que 'édifice en C40 proposé dans la théorie de la filiation, ainsi

Biochim. Biophys. Acta, 40 (1960) 442457
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que l'a suggéré MACKINNEY™ pour expliquer laugmentation oo
synthése du S-carotene par Phycomyces sous Uinfluence de la £

Drapres cet auteur, la partie centrale de la molécule se synt
damment de ses extrémités. Il est intéressant de constater que cett
la méthede employée par IsLER ef ol pour effectuer la syntl
en réalisant la condensation de 2 fragments
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RESUME

1. La souche de Khodolorula mucilaginosa que nous avons étudide contient les
caroténoides suivants, en pg/g de matiére séche:
Torularhodine g8, toruléne 16, y-caroténe 1.5, f-caroténe -

ni phytoéne, ni phytofiuéne.

2. Par irradiations u.v. successives, nous avons pu isoler des s
la composition qualitative et quantitative est trés différente de celle de 1
par rapport éL cette d(\»;‘ni(\rc, le taux de cerfains caroténoides dim
devient nul, il peut aussi augmenter et il apparait parfois des caroté
pas dans ]a sotuiche mere.

3. Rh. mucilaginosa cultivée en présence de 2-hydroxybiphény
mais contient encore de petites quantités de polyénes

Par Javage, I'inhibiteur peut éire chmmc et une syntheése
peut étre mise en évidenc

4. Les résultats obtenus ne paraissent pas compatibles avec Iidée d'une fi
entre les différents polyines.
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EXCHANGE REACTIONS CATALYZED
BY y-AMINOBUTYRIC-GLUTAMIC TRANSAMINASE

R. W. ALBERS axp WILLIAM B. JAKOBY
Laboratory of Neuroanatowical Sciences National Institute of Neurological Diseases and Blindness
and Labovatory of Biochemistry and Metabolism,
Natioral Institute of Avthyitis and Metabolic Diseases, National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (U.S.4.)
{Received October 19th, 1959)

SUMMARY

y-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 y-aminobutyric-glutamic transaminase from a strain of
Pseudomonas fluorescens has permitted a kinetic analysis of the course of the reaction
described by equation (1). The results of this work were consistent with the hypothesis
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