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(Recu le 28 Septet&e 1962) 

R&mm&-Une souche normale, verte, de tissu cambial de carotte, cultivk in virro et une souche mutante, 
orange, ont et6 soumises $i l’analyse cornparke qualitative et quantitative do leurs carotknoides. Nous 
awns confirme qu’en plus des chlorophylles a et b, la souche vorte contient de petites quantites d’a- et do 
/?-carotene ainsi que de la xanthophyllo (lutkino). La souche orange est d&ourvue de chlorophylle, mais elle 
contient par contre d’importantes quantitks d’a- et de &carot&ne et do la xanthophylle (lut6mo). 

Abstract--The carotenoids of a normal, green strain of carrot root cambial tissue culture end of an orange 
mutant strain have been examined. It has been confirmed that the green strain containsr in addition to 
chlorophylls a and b, only small quantities of a-and /I-carotenes as well as xanthophyll (lutem). The orange 
mutant strain is devoid of chlorophylls but contains high amounts of a- and /karotenes and xanthophyll 
(lutein). 

INTRODUCTION 

LES souchcs de tissu cambial de racine de carotte, cultivks in vitro, elaborent de la chloro- 
phylle 31 la lumi&re. Selon Goodwin, les racines de Carotte cultiv6es in vitro ne synthetisent 
pas de ,karot&ne ou de polyknes incolores, tant a la lumi5re qu’a l’obscurit&l Cela cons- 
tituerait unc surprenante derogation B la regle gknerale de la presence constante de caro- 
tknok-les dans les tissus chlorophylliens. Cepcndant, Gautheret signale la presence des 
carotenokies et des xanthophylles dans les cultures de tissus de carotte.s 

La souche orange isol&e par Eichenbergera a partir de la souche primitive de tissus de 
carotte de Gautheret prksenterait le cas inverse, c’est a dire la synthese exclusive et exagerte 
de carot6noJdes. L’observation microscopique a pcrmis, en effet, d’y d&&r des cristaux 
& carot&ne.8 

Ces considerations nous ont incites a reprendre l’etude analytique compar6e dune 
souche mutante orange, avec, comme pigments de tiference, les carotknoides isolb a partir 
de la racine de carotte pot&e. 

Identijcation des carothofdes 
RESULTATS 

Les xanthophylles sont adsorbkes gkn&alement en une seule bande au sommet de la 
colonne chromatographique. Cependant, dans certains cas, une nouvelle chromatographie 
de la fraction xanthophylles a permis de distinguer en plus de la ban& principale une a 
deux ban&s secondaires. Apres 6lution (voir Materiel et Methodes), le constituant de la 
ban& principale a donne un maximum d’absorption a 444 m,u. Ce maximum, avec la 
forme caractkristique de la courbe d’absorption complete dune part et le comportement 
hypophasique du pigment vis a vis du methanol a 90 pour cent d’autre part ont permis 
d’idcntifier ce constituant comme &ant la lutr5ine. Par ailleurs, une cochromatographie de 
la xanthophylle extraite des tissus cultivts in vitro a et6 faite soit avec de la xanthophylle 

1 T. W. GCXBJX~IN, Ann. Rev. Biochem. 24,497 (1955). 
D R.-J. GAIJTHERET, La cultwe Is tissus vdgrftaux, techniques et rkzlisations, Masson, Paris (1959). 
8 M. E. EICHWBERGER, Compt. rend. sot. biol. 145,239 (1950). 
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extraite de la racine de carotte et purifike, soit avec de la xanthophylle commerciale. Les 
cochromatogrammes n’ont donnC qu’une bande colorte. Les constituants des bandes 
mineures ont prksentt un maximum d’absorption k la mEme longueur d’onde (444 rqu) et 
ont etk consid&% comme apparentis g la lutkine (probablement epoxy-lutkine). Leur 
valeur a simplement &e ajoutke h celle de la lut&ne typique. 

Les carottnes ont tgalement et6 identifiks tant par leur maximum d’absorption (a- 
carotene & 446 nyl, /karot;ne h 450 w), que par leur comportement epiphasique vis B vis 
du methanol g 95 pour cent. Pour chacun de ces deux pigments, une cochromatographie 
a ktc faite avcc le carotene correspondant extrait de la racine de carotte et purifik. Les 
cochromatogrammes n’ont r&% dans les deux cas qu’une seule bande colorke. 

Carot&ofdes de la souche verte de tissu cambial de carotte 

Les dosages ont confirm6 ce que l’on savait sur les carot&oYdes Clabork par cette 
souche.2 Les r&ultats sont pr&ent& dans le tableau 1. 

TABLEAU 1. TENEUR EN CAROTENES ET X~NTHOPHYLLES DEB TWWS DE CAROTTE EXPRIM~E EN ~~'100 G DE 
POIDS FRAIS 

Carotkno~des 
Souche \erte* Souche orange+ 

* I Y Racine de 
49 jaws 97 jours 67 jours 75jours carotte potagke 

Camtines totaux 0,165 0,126 1,665 
xanthophylles totales 0.180 0.151 

EE 
0,174 

U-CXOtEne 

&carotbe 0165 1108 0.126 

01319 0.309 

1,081 Rapport xanthophylles/carot~ms l,u) 0,18 A$? 

8,247 
0,163 
0,652 
7,595 
0.02 

* Les rksultats concemant la souche verte se rapportent I la m&e drie d’explantats. 
t Les rksultats concernant la souche orange se rapportent A dew skries diRrentes d’expiantats. 

II semble que le taux de pigments diminue chez les colonies @#es. Les carotlnes 
sont essentiellement rep&sent& par la forme B. L’u-carotene, en traces (environ 5 B 10 
pour cent), n’a pas toujours pu &tre dkcelt. Les xanthophylles sont prkscntes en quantitd 
plus forte que les carottnes (xanthophylles/carotties = 1.1-1,2). Cette particularitk se 
retrouve dans lcs tisultats des analyses de sept extraits consid&&. Par la valeur tlevke de 
son rapport xanthophylles/carot&es, la souche verte s’apparente aux tissus chlorophylliens 
typiques. 

Les xanthophylles ont itC do&s aptis hydrolyse, done globalement. Nous n’avons pas 
cherchk a distinguer les xanthophylles libres des Cventuelles xanthophylles estirifikes que 
peuvent contenir les tissus de carotte. Nos rksultats ne peuvent done &tre compares g ceux 
obtenus par Chodat’ et Wentzinger’ avec les algues Chlorella rubescens et Dictyococcus 
cinnabarinus, qui ont observe une augmentation des xanthoesters accompagnant une chute 
des xanthophylles libres en fonction de l%gc des cultures. 

CarotPnoiiies de la sauche orange de tissu cambial de carotte 

La principale caractkistique de cette souche est l’absence de chlorophylles (Fig. 1). 
Aucune analyse n’a permis de r&Cler ces pigments. Par contre, elle synthCtise une grande 
quantitk de carottnoides (tableau 1). Dans cette souche, les carotknes constituent la majeure 

a F. CHJDAT, Arch. Sci. phys. et wt. 5&m ptkiode, 20, % (1938). 
5 F. WENIZINGEI(, Evolution des pigments carotPno?des chew me al, verte, Thbe. Geneve (1940). 
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partie des pigments. Les xanthophylies s’y trouvent &alement en qua&t6 importante 
mais ne d@assent jamais celle des caroties (9,~15,4 pour cent des carot&noMes totaux). 
La souche orange, bien que renfermant une quantite apprkiable de carotks, en possMe 
5 a 6 fois moms que la racine de carotte potag&re (tableau 1). Par co&e, elle posskie 
une quantitk comparable de xanthophylles. 

DISCUSSION 

La tie de carotte potagke print en abondance et presque ex~l~iv~ent de 
1’ Q- et du /%carotkne.6 Nous n’y avons dose que des traces de xanthophylle du type lutkine. 
Le rapport xanthophylles/carot&nes y est par consequent t&s bas (0,02, tableau l), ce qui 
coufirme les r&wltats obtenus Par Booth’ et les xanthophylles repn%entent, dam notre 
cas, 19,4 pour cent des carotkuo!des totaux. Selon Zechmeister et &cue,* la racine de 
carotte sauvage ne produit presque exclusivement que des neophytes. Dans des 
racks jaunes de carotte, lees x~thophylles repr&sentent m&e 75-93 pour cent des caro- 
t&&des totaux.* 
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FIG. 1. COURBE D’ARSORPTR3N D’UN 
ll!BUS DE CAROI-I’R CULTIdS iti 

FXTRAIT, AVANT SAPONIFICATION, PROVENANT DE 7,37$ C+ DE 
VitR), (~U~~~), Ad DE 75 J-s, DANS 49 ML D tkHER 

* 

Remarquer l’abondance de carothldes (450 et 470 m,%) et l’absem wmpl&te de chlorophylle 
(66omiu). 

En revanche, darts la souche de tissu cambial cultivee ti vitro, riche en chlorophylle,1O 
le rapport xanthophylle@rot&ues est eleve et se rapproche de cehd des tissus de feuilles.ll 

La souche mutante de tissu cambial de carotte pr&ente une cornPosition en carot&~oid.es 
beaucoup plus proche & celle des racines des vari&t% potag&es, a savoir un taux eleve 

6 ‘I’. W. GOODWIN, The Comparatfve Biochemistry of the Carotenoi& Chapman and Hall Ltd. (1952). 
o V. H. BOOTH, J. Sot. Chem. I&. 64,194 (1945). 
8 L. Zammmaa and R. B. E~CUE, Proc. Nat. Acad. Sci., U.S. 27, 179 (1941). 
@ A. R. Kammaas and G. S. Fiwm, Fowi Res. 10,457 (1945). 

memzmxtjw (Edited by G. KLEIN), Vol. IIIj2, p. 1239 (1932). 
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en carotenes et relativement faible en xanthophylles. Le rapport xanthophylles/carotenes 
y est par consequent bas. Cette souche d’Eichenberger semble particulitrement interessante 
au point de vue de la deviation metabolique carotenogene. En effet, on peut penser que la 
perturbation genttique primaire determine chez cette souche une deviation du metabolisme 
defavorable a la synthese chlorophyllienne mais favorable a une carotenogenbe accrue, a 
l’instar de ce qui se passe dans la racine de carotte potagere. 

Mathiel biologique 

MATERIEL ET METHODES 

Nous avons utilist une souche de tissu cambial de racine de carotte ainsi qu’une souche 
mutante orange isolte par Eichenberger.3 

Ces souches ont ete cultivees selon la methode classique de Gautheret,e a partir d’ex- 
plantats provenant des souches d’origine. 

Comme materiel de reference. nous avons utilise des racines de carotte potagere 
hivernees. 

Carothodfes 

L’u- et le /?-carotene ainsi que la zanthophylle ont ttC extraits de la racine de carotte 
potagire et purifits par chromatographie. Un Mrantillon de zanthophylle aimablement 
fourni par Fluka A.G. a egalement servi de reference. 

Milieux et conditions de culture 

La souche normale, chlorophyllienne, a ete cultivte sur un milieu gtlose a 1 pour cent 
constitue par de la solution de Knop diluee de moitie, du glucose 2%. de la vitamine B, 
(IO-?, de l’acide indolyl-adtique (IO-*) et une solution d’oligoelements. Les colonies 
ont ttC maintcnues dans une chambre climatisee li 23” et soumises a un eclairage de 14 
heures par jour foumi par des tubes fluorescents Philips (type “Lumiere du jour”).lO 

La souche mutante. carotenogene, a ete cultivee sur milieu de Heller’e gelose, avec les 
m&mes substances de croissance et dans lcs m&mes proportions. Le milieu contenait par 
contre 5:/, de glucose. Ces colonies ont ete maintenues h la temperature du laboratoire 
(18-20”) et a la lumiere diffuse (elles ont et6 mises parfois comme les premieres a la 
chambre climatisee). Dans les deux cas, nous avons choisi des colonies rclativement agees 
en vue d’extraire une quantite suffisante de pigments. Elles ont done ete cultivks pendant 
49-96 jours pour la premiere souche et 67-75 jours pour la seconde. 

Extraction et dosage des pigmemts 

(a) Extraction. Les extractions ont ett! faites h partir de 4 a 5 colonies, soit 6-10 g de 
tissus frais. Les colonies prelevees ttaient pesees puis broyees dans un mortier en presence 
de sable de quartz additionne dune petite quantite de carbonate de calcium. Le sable 
etait humecte constamment par de Pacttone. le broyat transport6 dans un tube a 
essais et le mortier rince h l’adtone. Le tube ttait alors conscrvt au froid (4”) pendant 
au moins deux heures, son contenu Ctait ensuitc filtre sur un entonnoir de Biichner 
et le sable abondamment IavC h l’acetone. La solution acetonique etait encore filtree sur 
un cntonnoir ordinaire et recueillie dans une ampoule a decanter dans laquelle on versait 
ensuite dc P&her de petrole. L’addition d’une quantite suffisante d’eau a l’extrait acetonique 
permettait le passage des caroteno’ides dans I’epiphase constitu& par I’Cther de pttrole. 
L’operation etait repMe une h dew fois puis lo fractions rCunics ttaient lavees a l’eau, 

l3 R HELLER, Rdwrche~ SW lu nrrtrition nzinhak des tis.w.e r&Am\- cnlrir& in vitro. Th&e. Paris (1953). 
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ramen& a un volume de 20-50 ml par evaporation et s&zhees sur sulfate de sodium. Cet 
extrait etait alors soumis a une premiere estimation quantitative au spectrophotometre 
(Fig. 1). 

(b) Saponification. L’extrait &tit saponifie au moyen de quelques pastilles de KOH 
dissoutes dans 2 ml d’eau ajoutes a l’extrait. Le tout Btait amen6 en phase homogene au 
moyen d’ethanol absolu, puis abandon& une nuit a la chambre froide B 4”. Le melange 
alcalin Ctait coupe par addition d’eau. L’epiphase CthCropktrolique Ctait encore la& a 
l’eau pour Gniner toute trace d’alcali, puis skchee sur sulfate de sodium. Une partie 
enfin, Btait prtlevee et soumise A une lecture au spectrophotometre. La solution Ctait 
ensuite amenee a.un volume de 2-3 ml par evaporation sous vide. 

(c) Chromatographie. L’extrait ainsi prepare ‘19 etait verse au sommet d’une colonne a 
chromatographie de 1,8 cm de diamttre. La colonne ttait remplie sur 8-10 cm de haut 
par de l’alumine (Siegfried) ou par un melange de MgO-cklite (Johns-Manville) (1 : l), ce 
dernier ayant don& de meilleurs r&hats. La colonne Btait lavee au prealable a p&her 
de p&role. L’Clution se faisait au moyen d’&her de pktrole sous une leg&e aspiration a la 
trompe a vide. Dans certains cas, l’ether de p&role Ctait enrichi par de Pa&tone (5 pour 
cent), pour faciliter l’elution. Les kluats etaient conserves pour &re doses (carotenes). 
Lcs pigments difficiles a eluer, les xanthophylles, Ctaient repris en dkoupant le chromato- 
gramme avec une spatule. Ils Btaient ensuite Clues dans un flacon contenant de l’ether de 
petrole additionne d’ethanol absolu. Lc tout Ctait filtrt, 1avC a l’eau et .&he sur sulfate de 
sodium. Cette solution etait alors p&e a Ctre do&-e en meme temps que les premieres 
fractions. 

(d) Dosuges. Les dosages ont ete faits A diff&entes &apes de l’extraction et sur differentes 
fractions, au moyen du spectrophotom&re Beckman, modele DU, entre 435 et 455 q. 
Dans certains cas, des courbes d’absorption compktes (390 A 510 m,u) ont CtC rkaliskes afin 
de verifier le maximum d’absorption. Dans d’autres, les lectures Btaient limit& a l’absorp- 
tion maximum pour les differents pigments dans un volume connu d’ether de pktrole en 
we de determiner une valeur quantitative. Les calculs ont ttk Ctablis sur la base des valeurs 
d’extinction aux maxima au moyen des coefficients spkcitiques d’extinction (a-carotene 
Et &, = 2750 a 446 nut, selon Porter et Lincoln;14 /karotkne E: 2 = 2590 a 450 m,& 
selon Zechmeister;15 xanthophylle E,, I % = 2500 a 445 w, selon Zscheilels). 
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