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R&rum&-La biosynthtse du /%carotene, de la luteine, et du phytol des chlorophylks est ttudke a partir 
d’alcools diterpeniqucs (g&anylg&aniol et g&anylliaakol), dam des feuilks de Mals biok que I’on fait 
verdir a la hunitre. Dans des exp&knces de dilution de radioactivitt par competition m&abolique, on 
montte que le g&anylg&aniol et le g&anyllinalool sont des prcCurseurs des cerottnoldes. Par des incorpora- 
tions directes d’akools diterptniques, il est month que Ie g&anyhinakol se comporte exactement comme le 
g&anylg&aniol darts la synth&e des carot&noldes, et que k g&anylg&aniol est k principal precurseur en CsO 
du phytol des chlorophylks. Le phytol ne semble pas actif dans la auot6nogMae et le g&anylg&aniol 
apparait comme le m6tabolite en Cse commun a la chame de biosynthtse du ~-catot&ne, des xanthophylks et 
du phytol des chlorophylks. 

Ahatract-Biosynthesis of @carotene, lutein and phytol has been examined in etiolated Maize kavesgreening 
under illumination, from getanylgeraniol and geranylhnalool. From the dilution of radioactivity in metabolic 
competition experiments, it is possible to demonstrate that geranylgeraniol and geranyllinalool are located 
after mevalonate in the sequence of biosynthetic reactions leading to carotenoids. By direct intiltration of the 
diterpene alcohols into leaves, geranyllinalool is shown to have exactly the same behaviour as geranylgeraniol 
as a precursor of carotenoids. Phytol is not active in carotenogenesis, but gerany~raniol is the main CzO 
precursor of phytol of chlorophylls. Geranylgeraniol does appear to be the common CzO metabolite in phytol 
and carotenoids biosynthesis. 

INTRODUCTION 

DANS les feuilles vertes, les carotenoides sont constitutifs des chloroplastes l oh ils sont asso- 
ties aux chlorophylles, aux quinones et aux lipoproteines. Or, non seulement ces pigments 
sont associes dans les structures des organismes normalement viables, mais les variations des 
teneurs en chlorophylles sont souvent les memes que celles des teneurs en carotenoides dans 
les feuilles sous l’action des facteurs du milieu (lumiere, temperature). Beck et Redman chez 
le Trtfle, puis Hager3 chez Verutrum album ont remarqut le parallelisme de l’action des 
facteurs climatiques sur les teneurs en chlorophylles, en carotenes et en xanthophylles au 
tours de l’ann6e. Dans les feuilles de Tabac en tours de maturation* et dans les feuillcs de 
Mais plac6es a l’obscurite,5 l’tvolution des trois groupes de pigments est parallele. Ces faits 
suggerent l’existence d’un maillon commun A la chaine de biosynthese des chlorophylles et a 
celle des carotenoides: un precurseur en Czo donnerait naissance a la fois au phytol et aux 
carottnoides.6-9 

I T. W. GOODWIN, Biochem. J. 68,503 (1958). 
z W. A. BECK et R. REDMAN, Planf Physiol lS,81 (1940). 
3 A. HAGER, Planta 49,524 (1957). 
4 R. N. JEFFREY et R. B. GRIFFITH, Plant Physiol. 22.34 (1947). 
5 S. FRANK et A. KINNEY, Plant Physiof. 30,413 (1955). 
6 L. RUZICKA, Experientia 9, 357 (1953). 
7 E. DEMOLIZ et E. LEDERER, Bull. Sot. Chim. France. 1128 (1958). 
s A. A. SHLYK et T. N. GODNEW, Radioisotopes in Scientific Research, Vol. 4, p. 479. Pergamon, Oxford 

(1958). 
9 C. COSIES, Compt. Rend. W, 355 (1962). 

311 



312 c. cm 

Par ailleurs des travaux recents montrent que les acides acetique et mevalonique sont des 
precurseurs du phytol des chlorophylles en meme temps que des carotenoides et des 
stCrols.9-11 

Devant ces resultats nous avons repris l’hypothtse form&e par Wagner-Jauregg,12 par 
Kuhn et Grundmann13 et par Ruzicka6 (voir aussi Demole et Lederer’), se1011 laquelle le 
geranylgeraniol (I) donnerait naissance a la fois au phytol par reduction et aux carotenoides 
par d&hydrogenation et dimerisation. Mais de meme que le squaltne, pr6curseur aliphatique 
en Css des sterols, semble resulter de la condensation asymetrique d’une molecule de famesol 
et d’une.moEcule de nerolidol, nous avons pens6 que la chaine tCtraterp6nique se synthetise 
par condensation dune molecule de geranylgeraniol et d’une molecule de gtranyllinalool (II). 

(I) Ghnylghniol (II) Gtranyllinalool 

L’isolement du geranyllinalool dans les p&ales de jasmin’ et du pyrophosphate de 
geranylgeranyle a partir de Neurosporu ~ru.r.w*~ permet d’ttayer cette hypothtse. Et tr&s 
r6cemment on vient d’obtenir du geranylgtraniol et du geranyllinalool radioactifs a partir 
d’acide mhalonique 2-14C, de pyrophosphate de farnesyle 4-, 8-, 12-l% et d’extraits enzyma- 
tiques de Carotte et de Tomate. ls Dans le present travail, nous nous proposons de donner 
des preuves experimentales de cette hypothbse en Ctudiant simultanement la biosynthtse du 
/3-carodne, de la luttine et du phytol dans les feuilles, par la technique des traceurs radioactifs. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

A partir de plusieurs substances “~16” du metabolisme (C02, acetate, mevalonate), nous 
avons observe des differences importantes entre la vitesse de biosynthbe du @arotene et 
celle des xanthophylles dans les feuilles. l6 Nous avons alors essay& comme precurseurs, 
deux alcools en C20, le geranylgeraniol (I) et son isomere, le gtranyllinalool (II). Ces alcools 
pouvant &re des precurseurs du phytol, nous avons CtudiC, en plus du @arot&ne et de la 
luteine, le phytol des chlorophylles a et b. L’Ctude experimentale que nous allons decrire 
maintenant a CtC conduite sur des plantules Ctiolees de Mais verdissant a la lumitre, de facon 
a profiter dune forte synthese de phytol chlorophyllien, contemporaine d’une synthese de 
carotenoides: en effet, en 30 hr, la synthbe de chlorophylle totale est de 15 molecules pour 
1 molecule de @carotene et de 18 molecules pour 1 molecule de luteine. 

Exphiences de Compt?tition MPtabolique entre un Prthrseur Radioactifet Ies Alcools Diter- 

phiques 

Au debut de ce travail nous ne disposions pas de ces alcools marques au 14C ou au jH: 
nous avons fait des experiences de competition metabolique entre un precurseur reconnu, 
radioactif (acetate ou mevalonate marques ou 14C), et le precurseur Cventuel, 

10 F. G. FISHER, G. MARKEL, H. HONEL et W. RUDIGJZR, Ann. Gem. 657,199 (1962). 
11 E. I. MERCER et T. W. GOODWIN, Biochem. J. 85.13P (1962). 
12 T. WAGNER-JAUREGG, Ann. Chem. 4%, 52 (1932). 
13 R. KUHN et C. GRUNDMANN, Ber. Deut. Chem. Ges. a,1880 (1932). 
14 E. C. GROB, K. KIRSHNER et F. LYNEN, Chimia 15, 308 (1961). 
1s D. A. BEELER, D. G. ANDERSIN et J. W. PORTER, Arch. Biochem. Biophys. 102,26 (19b3). 
16 C. Cosns, 7’hhPse de Doctorut es Sciences, INRA, Paris (1964). 
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non marqut (alcool diterp&ique). 9 Si les alcools diterpkniques mis en comp&ition.avec le 
pr&xrseur radioactif, sont rkllement des prkcurseurs de biosynthk des carotbnoides, on 
doit observer une dilution de la radioactivitt dans ces pigments. 

Suivant une technique d&rite plus loin, chaque alcool diterp6nique en Cmulsion dans une 
solution de Tween 80 est introduit dans un lot de feuilles de Mais 6tiol6, en prkence d’adtate 
radioactif. Les feuilles sont ensuite klairks pendant 30 hr (4500 lx). Si l’un des alcools 
incorpok dilue la radioactivitb du 14C provenant de l’adtate dans le pigment Ctudi6, ilpeut 
dtre consid& comme un prkcurseur, situ6 aprts l’acktate, dans la biosynthke de ce pigment. 

TABLEAUX. ACTIONDEL'ISOPHYTOLETDUPHYTOLS~RL'INCORPORATIOND'A~ATE~-**CDE~~DIUM 
(5 /LC, ‘%/kg) DANS LE /kARDTkNE ET DANS LA LUhNJ3 (FEUILLES DE hlA8.3) 

Eclairement : 30 hr, 4500 lx 

Expbriences 

Teneurs en pigment Radioactivitb spkcifiques Radioactivitks incorporks 
@g/g de feuille) (coups/min/pg de (coups/min/g de feuille) 

pigment) 
, 

rnG=s mesures moyennes (%) mesures moyennes (%) 

&corotPne 
Tkmoins 

+ Isophytol(68 pg) 

+ Phytol W /a) 

Lutdine 
Tkmoins 

+ Phytol (64 md 

I 28 

‘1 28 30 

{ 27 25 20 

26 
24 
21 

82,5 2360 
5099 1435 

29 82,l 71,8 100 2490 2095 100 

9090 2530 
42.0 1055 

24 145,8 92,8 129 3030 2205 105 

73,8 1955 
102,3 2465 

24 64,2 80,2 112 1400 1940 93 

37 14,2 
38 14,0 
42 39 21,3 16,s 100 

28 17,8 
37 19,4 
32 32 20,2 19.1 116 

I 41 16,0 

1 42 32 38 19,9 11,6 15,8 96 

533 
543 
905 660 100 

506 
729 
664 633 96 

660 
848 
376 628 95 

Incorporation d’isophytol et de phytol non radioactijk Dans une premitre s&ie d’expCri- 
ences, nous avons tprouv6 notre technique de compktition mttabolique avec le phytol et 
l’isophytol. Les rCsultats sont consign& dans les tableaux 1 et 2. 11 convient de remarquer 
que la dispersion de ces rksultats est grande, principalement pour les exp&iences faisant 
intervenir le phytol et l’isophytol dont la mise en suspension en milieu aqueux est di5cile. La 
suspension &ant infiltrk dans les feuilles, chaque mol&cule d’alcool diterp6nique en solution 
vraie doit franchir plusieurs parois cellulaires avant de pouvoir &re m&aboli& dans les 
chloroplastes. Or ces alcools sont peu solubles et il est vraisemblable que la dispersion des 
rCsultats refltte les variations, d’un essai A l’autre, de la proportion des mol6cules qui peuvent 
effectivement atteindre les chloroplastes. En ne considdrant comme signifcativement d@rente 
du tt?moin, qu’une moyenne r&&ant de 3 mesures dont aucune ne recouvre les 3 mesures du 
tdmoin, nous pensons pouvoir tirer les conclusions suivantes. 
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L’isophytol serait inactif sur I’incorporation de l’ac&ate 2J4C dans le @rot&e, la 
luteine et le phytol des chlorophylles. Cela signifierait que l’isophytol ne participe pas il la 
biosynthk de ces corps. 11 serait tvidemment souhaitable de vtrifier ce point par une 
incorporation dire&e d’isophytol marqud. Nous observons par ailleurs que cet alcool 
diterpknique n’est pas toxique et que l’incorporation d’une Cmulsion ne freine pas l’itiltration 
de FaCetate de sodium dans le parenchyme foliaire. 

Le phytol foumi aux feuilles diminue la radioactivitt5 incorpork dam le phytol des deux 
chlorophylies. On observe une dilution de radioactivitb de 34 pour cent pour le phytol de la 

TABLEAUX. ACTION DEL'~FH~L~DU PH~LSURL'INCOR~~~OND'A~A~ 2-W DESODIUM 
(5 /.I.& 46 @J) DANS LE PHYTOL DE.3 cHLoROPHYLtEs U JX b (FEUILLES DE MA&) 

Eclairemcnt : 30 hr. 4500 lx 

Tencurs en 
chlorophylle S 

@g/g de feuilfe) 

Radioactivitts incorporks dam le phytol 
, 

(~u~~min/g de (~u~~rnin~g de feuilie) 
~~o~phy~Ie) 

Expbriences ;ncL mesures moyennes (%) mcsures moyenms (%) 

Chlorophylle a 
Ttmoins 

+ Isophytol(68 pg) 

+ PM01 (64 pg) 

ChiorophyZfe b 
Tkmoins 

+ Isophytol(68 pg) 

•F Phytol(64 pgj 

413 13,9 5750 
I 

1 379 395 395 11s 9,7 11,7 100 4540 3670 4653 100 
r 
i 

444 14,7 6520 
458 694 2930 
365 422 14,6 11,9 102 5196 4882 105 

389 7,9 3090 
1 
1 

404 9,l 3660 
354 382 7.0 8,0 69 2484 3078 66 

i 181 12,7 2310 
178 994 1670 
183 180 13,2 11,s 100 2420 2133 100 

r 195 

i. 

15,l 2958 
206 6,7 1380 
171 191 8,2 140 85 1410 1916 90 

C 
166 5,9 984 
178 7,7 1384 
152 165 7-3 7,0 59 1118 1162 55 

chlorophylle a et de 45 pour cent pour le phytol de la chlorophylle 6. Or nous savons que la 
dernitre &ape de la synth&se des c~orophylles est l’esttrification du phytol par les chloro- 
phyllides.” La technique que nous utilisons semble done valable puisqu’elle permet de 
confirmer le r6le prkurseur des mokules de phytol dans la biosynthk des chlorophylles. 

Incorporation de gPranylgPranio1 et de gtrranyllinalool non radioactifs. Les r6sultats des 
tableaux 3 et 4 peuvent se rdsumer ainsi. 

Le g&anylg&aniol et le gkranyllinalool diluent fortement (de - 65 A - 80 pour cent) de 
la radioactivity incorporirt: dans le &carottne foliaire & partir de l’acktate 2-W 

17 A. A. SHLYK, V. L. KALER et G. M. PODCHUFAROVA;P~C. Intern. Congr. Biochem. 5th Moscow Vol. IX, 
p. 514, (1961). 
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TABULW 3. A~~ONDUO~LINALOOLETDUO~NYLG~RANIOLSURL'MCORPORATIOND'A~A~ 
2-‘*c DESODIUM (5&46/&c) DAN!JLEj?<AP.OT&E(PEUlLLESDEMAk3) 

Bclairement : 30 hr, 4500 lx 

Experiences 

Ttmoins 

Teneurs en pigment Radioactivitks spkcifiques Radioactivitts incorporkes 
(rg/g de feuille) (coups/min/pg de dans le @arot&ne 

jcarottne) (coups/min/g de feuille) 

mzmoyennes mesures moyennes (%) mesures moyennes (%) 

id 
93,l 2308 
85,0 2205 

28 26 93,8 90,6 100 2638 2383 100 

+ Gtranyllinalool 
(76 c(s) 

24 33,3 828 
24 20,9 508 
19 22 6tA9 38,4 42 1187 841 35 

+ G&-anylg&aniol C 20 19,l 397 
(66 PB) 26 21,2 567 

19 22 28,l 22,8 25 551 505 22 

TABLEAUX. A~~IONDUG~RANYUINAU)OLETDUGLRA~LOERANIOLSURL'MCORPORATIOND'A~A~ 
~-'%DE SODIUM (5 @,46pg) DANSLEPHY~OLDESCHLOROPHYLLIS~ET~(FEUILLESDEMAI$ 

Eclaitwnent : 30 hr, 4500 lx 

Experiences 

Chlorophylle a 
Tkmoins 

+ Gtranyllinalool 
(76 pg) 

+ Gtranylg&aniol 
(66 P’B) 

Chlorophyfle 6 
Temoins 

+ GCranyllinalool 
(76 pg) 

+ Gtranylgkaniol 
(66 Pg) 

Teneurs en Radioactivitks incorporkes dans le phytol 
chlorophylle , 

@g/g de feuille) (coups/min par r% de (coups/min/g de feuille) 
chlorophylle) 

>-- 
ILL mesures moyennes (“/,) mesures moyennes (%) 

- _--- ._--. -._ -. _. 

I. 428 424 511 454 690 68 5,2 6,0 100 2520 2900 2670 2696 100 

1 498 422 436 452 10,6 6.9 6,8 890 134 4620 2850 3450 3640 135 

I 442 490 410 447 435 298 3,5 3,6 61 2008 1385 1419 1604 60 

193 599 1150 
183 493 782 
235 203 492 4,8 100 945 959 100 

232 692 1430 
196 214 498 595 113 932 1181 123 

198 4.8 950 
217 4-9 1062 
180 198 4.9 499 101 890 967 101 
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Le geranylgeraniol diminue la radioactivite du phytol de la chlorophylle a (40 pour cent) 
exactement comme le phytol dans la serie precedente d’experiences. I1 faut remarquer 
l’absence de dilution de la radioactivite dans le phytol de la chlorophylle b : il est possible que 
que l’acttate radioactif, non metabolist a la suite de l’utilisation de geranylgeraniol exogene 
lors de la synthtse des carottnoides, soit report6 vers la synthbe du phytol de la chlorophylle b. 

Une dernitre serie d’expkriences a permis d’etendre ces rtsultats a la luttine (Tableau 5) 
dont la radioactivite, comme celle du /3-carotene est tres abaissee par ces deux alcools 
diterpeniques. 

TABLEAU% A~~ONDUGERANYLLINALOOLETDUG~RANYLGBRANIOLS~RL'INCORPORATIONDEL'AC~ATE 
2-% DESODIUM(~ p&46 C(C)DANS LE BCAROT~NEET DANS LA LUI%INE(FEUILLES DE MAis) 

Eclairement : 30 hr. 4500 Ix 

/3carottne Luttine 
, 

Teneurs en Radioactivitks Teneurs en Radioactivitks 
pigment incorporkes pigment incorporkes 

pg/g de feuille cpm/g de feuille (%) pg/g de feuille cpm/g de feuille (%) 

Tkmoin 28 10910 100 41 2805 100 
+ Gkanylgkraniol 27 4090 37 34 1190 42 

(66 PB) 

Tkmoin 14 1554 100 58 205 loo 
+ Gkranyllinalool 10 597 38 65 50 25 

(76 cc& 

Les rksultats rapport& dans ce tableau reprkentent les moyennes de 3 dries d’expkriences. 

Nous devons remarquer que les dilutions obsekes portent sur les radioactivites 
incorporks, mais aussi sur les radioactivites spkifiques. Les teneurs en pigments ne variant 
pas signtjkativement, les dilutions ne peuvent pas Ctre dues a une inhibition de la biosynthese, 
mais bien au fait que ces alcools diterpeniques sont metabolists preferentiellement a l’acetate. 
Par ailleurs, nous avons vu que l’isophytol et le phytol ne paraissent pas diluer la radioactivite 
incorponk dans les carotenoides a partir de l’acetate 2-14C. On peut en conclure que non 
seulement ces alcools ne sont pas des prkcurseurs de biosynthtse, mais que leurs produits 
de degradation ne set-vent pas non plus a la synthbe des carotenoides, dans nos conditions 
experimentales. En raison de l’analogie structurale entre ces 4 alcools diterpkniques, il est 
vraisemblable que les produits de degradation du geranylgeraniol ou du geranyllinalool ne 
sont pas non plus utilises dans cette synthbe. Ainsi, les dilutions de radioactivite observees 
dans les pigments a partir du geranylgtraniol ou du geranyllinalool, provient bien d’une 
compktition directe entre les molecules d’acetate marque et les molecules de ces alcools non 
dtgradees. 

Ces don&es semblent apporter la preuve experimentale du role du gt?ranylg&znioI comme 
prkurseur immediat du phytol et comme intermediaire dans la synthese du /3-carotene et de la 
luteine. L.e g&anylgt+aniol et le gkranyllinalool son? interchangeables darts la biosynthese &s 
carotenotdes. Nous pouvons observer que la dilution de la radioactivite est sensiblement du 
mEme ordre de grandeur pour le /?-carotene et pour la luteine 11 partir de ces deux alcools : ce 
n’est done pas a ce niveau (precurseur en C,,) que s’explique la difference entre la vitesse de 
biosynthbe du @arotene et celle de la luteine. 
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Comme nous le verrons plus loin, en l’absence dune degradation prtalable des alcools 
diterpeniques, ces resultats montrent que le geranylgtraniol peut &tre consider-e comme un 
precurseur biologique, et conlirment sa situation aprb l’acide ac&ique darts la chaine de 
biosynthbe. En rep&ant ce type d’experience avec de l’acide mhalonique, nous voyons que 
le geranylgeraniol dilue la radioactivitt du mevalonate 2J4C de potassium dans le @carotene 
des feuilles de Mais (Tableau 6). Nous confirmons ainsi que, dans la biosynthke des caro- 
tbofdes, Ie gPranylgPranio1 apparait comme un prt?curseur intermhdiaire situp apr& I’acide 
mtvalonique. 

TABLEAU 6. A~I-IONDUG~RWYLG~RANIOLSUEL'MCORPORATIONDUM~VALONATE 2-W DE 

PoTASSlUMDANSLE@XRol+iNE(FEUlLLESDE MA!s) 

Eclairement : 28hr, 45001x 

Essais 

Teneurs en 
@carottne 

@g/g de feuille) 

Radioactivitbs Radioactivitb incorporks 
spkcifiques r 

(coupslminl~g (coupslminlg 
de pigment) de feuille) (%) 

Mtvalonate 2-W 
(1 F) 

Moyenne 

Mkvalonate 2-K 
(1 F) 

Gtranylg&aniol 
(66 Pg) 

Moyenne 

i 

23 598 13800 
18 410 7620 
21 394 8430 
21 467 9950 100 

I 

16 280 4625 47 
21 204 4360 44 
22 266 5860 59 
20 250 4948 50 

incorporation d’Alcools DiterptSques Tritids 

Afin de confirmer les resultats des experiences de competition metabolique nous avons 
essay6 d’infiltrer du geranylgeraniol et du geranyllinalool tritib, en presence de Tween 80, 
dans les feuilles exciskes de plantules etioks de Ma%. Apres 30 hr d’tclairement, comme 
dans les experiences preddentes, les feuilles sont traittks par l’adtone: la radioactivite 
retrouvee dans l’extrait ac&onique donne la mesure de la quantite totale d’alcool diterptkique 
tritie qui a redllement pen&e dam le lot de feuilles. Si nous comparons cette radioactivite 
a la radioactivitt reellement foumie aux feuilles dans le tube, nous obtenons un pourcentage 
d’infiltration, tres variable (de 3 a 72 pour cent), ce qui explique en partie les fortes variations 
observees par rapport a la moyenne dans les resultats des experiences de dilution de radio- 
activite. Cette dispersion des resultats vient de la difficult6 de reproduire quantitativement a 
chaque experience l’infiltration totale des emulsions dans les feuilles. 

Nous mesurons l’utilisation de l’alcool incorpore dans un pigment par le pourcentage de 
radioactivite retrouvee dans ce pigment par rapport a la radioactivite de l’extrait ackonique. 
Nous avons v&it% que la radioactivite retrouvk dans les pigments ne peut pas provenir dune 
contamination ou d’un simple tchange isotopique de 3H entre les molecules de geranyl- 
gtraniol marqut et les molecules de pigments. (Voir par-tie expkimentale.) 

Dans le Tableau 7 qui regroupe les moyennes de 4 resultats experimentaux nous voyons 
que prb de la moitie de la radioactivite du geranylgeraniol infiltrt se retrouve dans le phytol 

21 



318 c. CGsrEs 

(30 hr. 4500 lx) 

Radioactivitks incorporkes en % de 
I’extrait adtonique 

GCranylg6raniol Gkanyllinaloo~ 

Phytol de la chlorophylle (I 446 56 
Phytol de la chlorophylle b 496 490 
Phy-tol total 49,2 9.6 
/I-carotene 54 6,s 
Luttine 0,9 192 

des chlorophylles (49,2 pour cent). En comparaison le geranyllinalool n’est que peu utilise 
pour la synthtse du phytol (9,6 pour cent). Le gbanylgeraniol se retrouve principalement 
dans le phytol de la chlorophylle a. Comme dans les experiences de dilution de radioactivite, 
la synthese du phytol de la chlorophylle b ne semble utiliser qu’une faible proportion du 
geranylgeraniol : la signification precise de ce fait ne nous apparait pas. Nous voyons aussi 
que le geranyllinalool est aussi actif que le geranylgeraniol dans la biosynthbe du @carotene. 

Ces resultats expkrimentaux confirment pleinement ceux des experiences de dilution de 
radioactivite par competition metabolique. 

TAWXU~. IN~~RP~IUT~ONSIMULTANEEDEG~RANYU~~RANIOLET DE G~~ANYLLINALOOLTR&.SDANS 
LES CAROTkNO!DES DE LA PLANTULE DE MATS 

Eclairement : 24 hr, 4500 lx 

Exptriences 

G&anylg&niol GCranylg&aniol+ Gtranyllinalool 
, 

Teneurs en Radioactivitbs incorporkes Teneurs en Radioactivitks incorporkes 
pigments, l , pigments, , , 
en rglg en % de 

de feuille coup$bn/g l’activitb de 
en pglg en y0 de 

de feuille couG/%n/g l’activite de 
de feuille I’extrait de feuille I’extrait 

acetonique acktonique 

/3-Carotene 

moyenne 

21 
24 
22 1410 

46 2580 
Luttine 46 905 

40 910 
moyenne 

091 
OJ 
0,25 
0,18 

G 
0.23 
0,16 
0,24 

Radioactivid dans 
Pextrait acbtonique 

778 x 10’ 100 509x10-3 100 
397 x 1w 100 3380 x lo-’ 100 
563 x 103 100 644x 10-3 700 

23 1100 0,21 
17 2260 0,07 
25 1920 0,30 

0,19 

56 2500 0,49 
54 2060 0906 
46 1280 0,20 

0,25 

Radioactivite totale 
foumie aux feuille 
cpm 

-_ 

Gtranylg&aniol : 3,06 x 106 (157 pg) 
Gtkanyllinalool: 3,41 x 106 (170~) 

G&anylg&aniol: 6,12x 106 (314 pg) Total : 6,47 x 106 (327 pg) 
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Le fait que le g6ranyllinalool puisse dans une faible mesure servir de pr&curseur au phytol, 
et qu’il puisse remplacer le g&anylg&aniol dans la biosynth&e des carot&oldes conduit g 
penser que chacun de ces deux alcools diterp&iques peut, in vI’vo, se transformer en son 
isomtre allylique, comme l’avaient sugg&6 Popjak et Cornforthz3 pour les alcools en C15. 

Afin d’dprouver la valeur de cette hypothtse, nous avons compare les rendements 
d’incorporation dans les carottnoides de feuilles de Mais de la radioactiviteconstitu6e, d’une 
part de gQanylgkanio1 tritiC seul, d’autre part d’un mClange g peu pr&s Cquimolt5culaire de 
gt$anylg&aniol et de gQanyllinaloo1 tritib. Dans les deux sCries d’experiences, la radio- 
activitC sp6cifique des deux alcools est sensiblement la mCme. L’tclairement (4500 lx) dure 
24 hr et dans ces conditions la quantitt de &carotene synth&i& est moins Clev6e qu’en 30 hr 
ce qui entraine un plus faible rendement d’incorporation. Les rtsultats sont rassembl6s dans 
le Tableau 8. 

Nous voyons que malgrC la grande dispersion des rtsultats, un melange CquimolCculaire 
de g&anylg&-aniol et de gtranyllinalool est aussi bien utilis& pour la synthtse des carotCnoides 
que la quantitt equivalente de gtranylgtraniol pur. En d’autres termes, il upparait qu’une 
mol&ule de gPranylgPranio1 associde ci une moltkule de gPranyllinaloo1 conduit ci une 
mol&ule en Cd0 de mCme que deux moltkules de gdranyIgPraniol. L’isom&isation de ces 
deux alcools diterptniques l’un en l’autre est done bien possible in vivo. 

Recherche du GPranylgPraniol in vivo 

Les expQiences que nous venons de decrire font apparaitre le g6ranylgCraniol comme la 
substance intermediaire sit& au carrefour des voies de biosynthQe du phytol des chloro- 
phylles et des carott%oides dans les chloroplastes. Dans l’introduction, nous avons vu que 
le g&anylgCraniol et le gCranyllinaloo1 avaient ttC isolb ou caract&ists dans plusieurs tissus 
v6gCtaux. Mais jusqu’g maintenant, l’existence ces alcools dans les feuilles n’a pas Ct6 
rapportCe. 

Nous avons d’abord rechercM la prtsence des alcools terpt5niques dans les extraits 
lipidiques de feuilles vertes, apr&s extraction par l’a&one ou par V&her de p&role: par 
microchromatographie des extraits, nous n’avons jamais pu caractkriser un alcool terp&ique 
libre autre que le phytol provenant des chlorophylles apr& saponification. 

Or nous savons qu’au tours de la biosynthhse des stCrols, les alcools en Cs, Cl,,, et Cl5 
sont sous forme de pyrophosphate. Nous avons pens6 que dans les feuilles il pouvait en &re 
de m&me pour le gtranylg&-aniol et nous avons utilist la technique d&rite par Goodman et 
Popjak l8 pour extraire les pyrophosphates de terpknyle il partir de broyats de foie. 

Dans un premier essai nous avons pro&d6 B une extraction sur 11,7 g de folioles de 
Tomate. Sur chromatoplaque, l’extrait Pz (voir partie exp&imentale) donne 4 taches 
rtvblables par KMn04 dont l’une dmigre comme le gtranylgkraniol : de plus, cette tache est 
rCvClable par SbC13 comme le gtranylgkaniol. 

Nous avons alors recommend cette extraction en partant de 582 g de folioles de Tomate 
pr&lev& en plein champ. Par microchromatographie de l’extrait Pz, nous avons r&&Z 6 
taches par KMn04, dont l’une a un Rf trts proche de celui du gCranylgCranio1 et cela meme 
si l’activitk des chromatoplaques varie; elle est r&+lable par SbCl, avec une couleur mauve 
virant au gris. La substance correspondant ?I cette tache se comporte done comme le 
gtranylgtraniol. 

Le seuil de sensibilit6 des taches de geranylgtraniol r&&es au permanganate de potassium 
&ant de 0,05 pg, nous avons calcult que la masse de “g&anylg&aniol” extraite par cette 

18 D. S. GOODMAN et POPJAK, 1. Lipid Res. 1,286 (1960). 
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methode ne peut dtpasser 0,l pg par g de limbe foliaire. Pour en extraire 10 mg alin de 
l’identifier, il faudrait traiter 100 kg de feuilles fraiches. 

Par chromatographie en phase gazeuse, les alcools diterp6niques sont &parables sur 
Apiezon ill90” et sortent de la colonne avec un volume de r&ention 61evC:19 au tours de nos 
essais, les faibles quantitCs de “gCranylgCranio1” injectCes (infbrieures g 10 pg) ont probable- 
ment CtC dktruites sur la colonne. 

Nous n’avons done pas pu pousser plus loin la CaractCrisation du g&anylgQaniol. Mais 
nous avons fait une autre extraction sur des feuilles de Tomate (II,5 g) ayant flottC 24 hr g la 
lumitre (4500 lx) sur un milieu nutritif contenant de l’iodoadtate de sodium 0,5. 1O-3 M. 
Nous savons que l’iodoacCtate inhibe la riaction d’isom&isation de l’isopenttnyl pyrophos- 
phate en dimCthylallylpyrophosphate, bloquant ainsi la synth&se de tous les autres alcools 
terp6niques. Effectivement, dans cet essai, nous n’avons pas pu dtceler la substance sem- 
blable au gCranylgCranio1. 

Dans les plantules de Mai’s ttiol&s en voie de verdissement, nous avons caractCrisC la 
meme substance. Par la mCme technique, nous avons caracttrisk le gCranylgCranio1 et le 
gCranio1 dans les feuilles d’un mutant de Lycopersicum esculentum, pauvre en chlorophylles 
et en carotdnoides, type Xantha.20 

II semble done bien que le gPranylgt+anioI existe dans les feuilles vertes, mais comme nous 
l’avons vu, en trts faible quantit6. En revanche, nous n’avons jamais d&e16 de gCranyllinaloo1 
dans nos extraits. 

Conclusions sur la Biosyntht%e &s Chaines Carbondes du Phytol et des Carotdno!des 

Dans le p&sent travail, nous confirmons expCrimentalement le schCma de biosynthke 
communtment accept6 pour les carotbnoides: pour le p-carotkne et pour la luteine, la 
biosynthtse se fait comme pour les tritetines B partir de l’adtate, puis du mCvalonate.16 Par 
ailleurs, il est connu que chez les vCg6taux cette chaine de biosynthhse se poursuit jusqu’au 
pyrophosphate de fambyle. Nous avons caract&% le g&anylgCraniol dans les feuilles et 
nous avons montr6 que ce mttabolite est, aprb l’adtate et le m&alonate, un prCcurseur des 
carotCnoIdes foliaires. Cela permet de penser que, de meme que 2 molCcules de famCso1 (C,,) 
se condensent pour donner 1 molCcule de squalene (C,,), 2 mol6cules de g&anylg&aniol se 
condensent pour conduire B 1 mol6cule en C 4o comme l’avaient suggtrC Kuhn et 
Grundmann.13 

Certains auteurs pensent que le lycoperstne est le premier produit de cette conden- 
sation 14* 21. Mais l’absence du lycopers6ne dans les feuilles vient d’&tre dtmontrie par Mercer 
et al.22 qui concluent que le premier produit en Cqo form6 B partir d’un prtcurseur en Czo doit 
&re le phytokne. Cela suppose qu’il n’y a pas de rCduction aprks la dimerisation, comme dans 
le schCma proposC par Popjak et Comforth23 oti la condensation Porte sur deux molCcules 
asymttriques, l’une alcool primaire, l’autre alcool tertiaire. Or bien que nous n’ayons pu 
isoler le g&anyllinalool B partir des feuilles nous avons montrC qu’il se comporte exactement 
comme le gtranylgeraniol dans la synthese des carottnoides. Certains auteurs ont considCr6 
comme un arttfact l’alcool tertiaire obtenu en mCme temps que l’alcool primaire lors de 
l’hydrolyse acide du pyrophosphate de prCnyle. l** 24 Pour la premitre fois, nous dCmontrons 

19 G. POPJAK et R. H. CORNFORTH, J. Chromufog. 4,214 (1960). 
20 M. LIZFORT, Rev. Cyrol. Biol. Vegetales 20, 1 (1959). 
21 E. N~SSBAUM-CASS~O et J. VILLO~~IUZX, Compt. Rend. 260,1013 (1965). 
22 E. I. MERCER, B. H. DAVIES et T. W. GOODWIN, Biochem. J. 81,317 (1963). 
23 G. POPJACK et J. W. CORNFORTH, Advan. Enzym. 22,281 (1960). 
24 F. LYNEN, B. W. AGRANOFT, H. ECGERER, U. HENNING et E. M. Moslem, Angew. Chem. 71,657 (1959). 
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que l’alcool tertiaire est biologiquement aussi actif que l’alcool primaire et ne devrait pas 
toujours Ctre consider6 comme un artefact d’extraction. 

En co~~usia~, ii semble que le g~r~ylg~r~iol peut s~~s~rn~r~er en g~r~y~~~al~ol, et 
qu’ensuite une moltfcule de lkn se condense avec wre mol&le de l’autre pour dormer, sans 
rgduction, une moi&de de tt!traterp&te, probabiement de phytkte. 

L-e g~r~y~g~r~~~~~~rait sans tfqw’voque comme le prtkurseur du phytol de la eh~~r~phyl~e 
a, et dans une moindre mesure du phytol de la c~orophylle b. 

En effet, nous avons deja dit que nous ne savions comment interpreter la faible propo~io~ 
de geranylgeraniol transform6 en phytol de la chlorophylle b. Si l’on admet que la chloro- 
phylle a est oxydee en chlorophylle b, le geranylgeraniol qui a servi a la synthese du phytol de 
la chlorophylle a doit se retrouver dans le phytol de la chlorophylle b. Dans ces conditions, 
une hypothese possible est que la transformation chlorophylle a -+ chlorophylle b Porte sur 
le noyau tetrapyrrolique s&pare du groupe phytyle, et que le phytol de la chlorophylle b ne 
derive pas n~~ssairement du phytol de la chlorophylle a. 

11 y a lh un fait troublant qui repose le probleme du passage de la chlorophylle a & la 
chlorophylle b. 

Neanmoins pour la premiere fois nous demontrons l’existence d’un metabolite en C2e 
commun a la biosynthese des carotendides et du phytol des chlorophylles, ce qui explique les 
liens observts entre ces deux classes de pi~ents foliaires. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Dans les experiences d&rites ci-dessus, nous avons utilise du phytol et de l’isophytol 
Light, purifies sur acide silicique. 

Nous avons prepare le geranylgeraniol par transposition allylique du g~ranyllin~ool,* 
d’apres la technique de Ruzicka et Firmenich. 2s En milieu pyridinique, le geranyIlinaIoo1 
traid par le tribromure de phosphore donne le bromure de geranylgeranyle. La&ate de 
geranylgeranyle obtenu en faisant agir l’adtate de potassium sur ce bromure, est purifie par 
chromato~aphie sur acide sihcique et par distillation. Ses caracteristiques sont les suivantes: 
E O,ol. = 132”; n$‘= 1,488O; poids moleculaire mesure = 329 (332 calcule pour C22H3602). Son 
spectre infrarouge montre l’absence de bande -OH a 3300 cm-‘, la presence de la bande 
--C=O des esters a 1745 cm-l et de la bande du groupe CH,--CO- A 1020 cm-‘. Une 
saponification de cet ester permet d’obtenir le geranylgeraniol que l’on chromatographie et 
que l’on distille: EO,Ol = 140”, ng= 1,498O. Son spectre infrarouge correspond a celui d’un 
alcool dite~nique insature et presente les bandes ---OH a 3300 cm-l, C-O de CH20H a 
1000 cm-i et CH2-OH A 1240 cm-‘. La ~cro~hromato~ap~e sur plaque d’acide silicique, 
I’indice de refraction et la temperature d’ebullition montrent que cet alcool diterptnique est 
different du geranyllinalool, du phytol et de l’isophytol. If s’agit de geranylgeraniol pur 
(Trouve: C 83,3; H 11,9--CalcuIt! pour CZOH340: C 82,7; H 11,8x). 

Le g~ranylg~ra~ol et le g~~ny~n~ool ont ete u~orm~ment trities par &change A partir 
de tritium gazeux sous pression. 11s sont purifies par chromato~ap~e sur colonne d’acide 
silicique (4,s g d’adsorbant active pour 100 mg d’alcool diterpenique avec le systeme de 
solvant : hexane : a&ate d’ethyle 98 : 2. 

* Le gkranyllinalool nous a &6 aimablement foumi par Monsieur E. L-slew. 

25 L. RUZICKA et G. FIRMENICH, Helv. Chim. Acta 22,392 (1939). 
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Les impure& radioactives &ant ainsi dparks, il peut rester une radioactivitt labile, due 
a des atomes de 3H facilement echangeables. Nous avons Plimint cette radioactivitd labile en 
dissolvant chaque tchantillon d’alcool tritit dans 10 ml de methanol et en renouvelant 3 fois 
le solvant, jusqu’a radioactivitt spkifique constante du solute. A la fin de ces opkations, les 
alcools trities sont mis en emulsion dans le Tween 80 a O,S%, afin d’&re infiltres dans les 
feuilles. 

Infiltration sous Vide des Emulsions d’Alcools Diterpekiques dans les Feuilles de Mati 

Les infiltrations sont faites a la base des premieres feuilles excisees de 6 plantules de Mais 
etiolees. Les feuilles sont excistks au-dessus de la gaine (longueur moyenne 12 cm). Chaque 
lot de feuilles est place dans un tube il hemolyse qui contient 0,100 ml de suspension a infiltrer 
dans laquelle plonge la base de toutes les feuilles. Les tubes sont alorsplads dans un dessicca- 
teur, contenant P205, oh l’on fait le vide en Cvitant un degazage brutal des vaisseau ligneux 
des nervures foliaires. On laisse les feuilles sous vide pendant 10 minutes. On sort alors les 
tubes du dessiccateur et les feuilles sont kclairk (4500 lx) pendant 30 hr. La totalite de 
l’emulsion penttre dans le systeme vasculaire des feuilles en deux heures. On ajoute alors 2 ml 
d’une solution nutritive minerale. Nous avons utilise cette technique pour les experiences 
d’incorporation d’ac&ate 2J4C de sodium ou de mevalonate 2-t4C de potassium en presence 
d’alcools diterpkniques non radioactifs. C’est egalement par cette methode que nous avons 
fait pknetrer dans les feuilles le geranylgtraniol et le geranyllinalool trities. 

Le passage pendant 10 min dans une atmosphere desskchante et rarefiee ne provoque pas 
d’alterations visibles sur les feuilles etiolees. Mais au tours de cette infiltration, il est difficile 
de savoir quelle fraction des alcools diterpeniques peut passer des vaisseaux du bois jusque 
dans les cellules du parenchyme oh ils sont mttabolids. Cette fraction est probablement tres 
variable d’un essai a l’autre, ce qui peut expliquer la forte dispersion des resultats qui nous a 
conduit a faire de nombreuses repetitions. 

Extraction, Sdparation et Purijkation des Pigments 

Apres fixation des lots de feuilles (0,4 a 0,8 g) dans l’azote liquide, les pigments sont 
extraits par l’acetone. 

Sdparation des chlorophylles et du phytol. A partir d’une moitie de l’extrait adtonique, 
les chlorophylles a et b sont &pares sur colonne de cellulo~e,~~ aprts avoir CtC do&s par la 
methode de MacKinney. 27 Les chlorophylles a et b sont identifiks par leur spectre dans 
P&her ethylique et dans l’ethanol. La purete de la chlorophylle a obtenue apres chromato- 
graphie peut &re estimee par son spectre infrarouge. t6 Afin de determiner les radioactivites 
sptkifiques, les densitb optiques des solutions Cthanoliques (10 ml) des chlorophylles a et b 
sont immediatement mesunks apres la chromatographie a 650 rnp pour la chlorophylle b 
(EfFm = 397) et a 665 rnp pour la chlorophylle a (Ef& = 8 17). 

Les solutions de chlorophylle a et de chlorophylle b dans l’ethanol sont saponifiees par 
2 ml de KOH a 15 %, au rtfrigerateur (3”) pendant 1 nuit. Le phytol est extrait du melange 
reactionnel par 3 fois 5 ml d’tther de p&role. La solution etheropktrolique est la& par 
100 ml d’eau ce qui Climine l’ethanol en exc&s, et aussi le methanol lib&C lors de la saponifica- 
tion. La solution de phytol est ajustee a 10 ml. Le phytol a Ctt caractCrisC par comparaison 
avec un kchantillon de phytol Light par chromatographie sur chromatoplaques d’acide 
silicique selon Demole et Lederer.’ 

26 J. DURANTON, J. M. GALMICHE et E. Roux, Compt. Red. 246,992 (1958). 
27 G. MACKIN.XEZY,J. Biof. Gem. 140,315 (1941). 
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Separation &s carott+aokies. M*** L’autre moitie de la solution a&tonique est saponifiee : 
le p-carotene et la luteine sont &pares par chromatographie sur colonne de cellulose et 
do&.** La 1utPine est alors purif%e sur colonne de CaCO, en solution ben&nique: nous 
avons verifit par microchromatographie sur acide silicique, l’absence d’impurett dans ce 
pigment ainsi purifi& Deja apr&s passage sur cellulose, la luteine est completement s6park 
des sterols qui pourraient la contaminer: /3-sitosterol, agnosterol et lanosterol. La luteine est 
reprise dans 10 ml d’ethanol et do&e par spectrophotomkie a 445 my. (,!$&=2550). Le 
j3-carotene est rechromatographit sur colonne d’alumine activtk: le developpement de la 
colonne est cornmen& avec 30 ml d&her de p&role (40-60”), ensuite par 30 ml d&her de 
p&role contenant 3 % d&her Cthylique. Le /3-carotene sort de la colonne avec environ 
100 ml d’ether de p&role contenant 10% d&her ethylique. Seule, la partie mediane de 
l’anneau est recueillie: le @arottne est repris dans 5 ou 10 ml d&her de p&role et dose par 
spectrophotometrie a 449 rnp (E, cm- ‘% -2600). Le /3carottne ainsi obtenu est pur. En effet 
il n’apparait aucune tache revelable par KMn04, SbCIJ ou en lumitre ultraviolette sur des 
chromatoplaques developpees soit avec de l’hexane, soit avec de l’hexane contenant 15% 
d’acetate d’ethyle. Dans ces deux systemes de solvants, le &carotene extrait cochromato- 
graph% avec du @carotene synthetique Hoffman-La Roche ne donne qu’une seule tache. 
Les spectres d’absorption duns le visible et I’uv. sont identiques a ceux du /I-carotene syn- 
thetique: il en est de m&me des spectres infrarouges. I6 Enfin nous avons verifit qu’une telle 
chromatographie sur alumine &pare complttement le squaltne du /3-carotene.16 

Controle de l’dbsence de Contamination du @CarotPne 

Nous avons obSeN6 que pendant la premiere chromatographie des pigments sur colonne 
de cellulose, le g&anylg&niol et le geranyllinalool se deplacent avec le /3-carotene et se 
trouvent ainsi parfaitement &pares des chlorophylles et de la luteine. En revanche le p- 
carotene peut etre contamint par un excks d’alcool diterpkrique tritie. Aussi, duns les 
experiences ou Ies alcools injiltr& sont trities, nous avons pousse plus loin la purification du 
@arotene up&s chromatographie sur alumine, en le precipitant aprt?s isomerisation par 
l’iode selon Kuhn et Lederer.2g 

En soumettant a l’ensemble de nos techniques de separation un melange de /?-carotene 
(104 pg) et de geranylghaniol tritie (197.572 coups/min) nous nous sommes assures de 
l’absence de toute contamination du fi-carottne (Tablqau 9). 

TABLEAU 9. SEPARATION D?JN M~UNGE DE ~?-CAROT~NE ET G~RANYLG~ANIOL TM& 

RadioactivitC retrouvke 
(en coups/min) 

(%) 

-.-.__ _ __~ 

MClange initial (&her de p&role) 
Solution chromatographibe sur alumine 
Anneau de 

{ 

Partie de t&e 
@aroth sur Partie mtfdiane, up& cristallisation 
la colonne Partie de queue 
Liquide de rinpgc des cristaux 

197.572 
148.179 100 

240 0,16 
0 0 

910 0,51 
335 0,23 

28 C. Cosm, Ann. &on. suppl. lA, 35 (1958). 
29 R. KUHN et E. LEDERER, Ber. Deut. C/urn. Ges. 65,637 (1932). 
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Ces resultats prouvent qu’apres precipitation du complexe iode, le geranylgtraniol tritii 
en exck qui peut contaminer le @-arotene est compltftement &nine, et qu’il n’y a pas 
d&change de 3H conduisant a un marquage stable du &carotene a partir du geranyl- 
geraniol tritie. 

Mesure des Radioactivite’s 

Les comptages sont faits par scintillation liquide avec un compteur Tracerlab, LSC, 10 B. 
Apr&s dosage, les solutions de pigments puriftts sont decolorees par la lumi&re U.V. pour 
Cviter le phtnomtne d’extinction. 

Le rendement du compteur est de 70 pour cent pour le 14C et de 4,6 % pour les composes 
tritits. Les comptages sont faits en triple pendant 10 mm; ils sont repr~uctibIes li f 10% 
pres. Les radioactivities specifiques sont mesur6es g 5 12% pres dans les plus mauvaises 
conditions. 

Extraction des Esters ~~osp~ori~es d’dlcools ~er~~~es 

Nous avons adapt& la technique de Goodman et Popjak.‘* Cette technique consiste a 
broyer les feuilles en presence de collidine (de 5 a 10 ml par g de feuille) en refroidissant : afin 
d’inhiber les phosphatases, nous avons ajoute 20 mg de NaF au tours de cette extraction. 
L’extrait collidinique obtenu est agite avec 2 volumes d’ether tthylique et 3 fois 1 volume 
d’une solution 0,Ol M de KHCOs: c’est une delipidation qui permet de rassembler les 
pigments liposolubles dans l’epiphase (ether +collidine). L’hypophase aqueuse, de couleur 
jaune, est evapor6e a set, a froid: le residu brun est repris par de l’ethanol a 90% a une 
temperature voisine de 0”. Au tours de cette operation, les nucleotides se s&parent des 
pyrophosphates de terp6nyle qui passent en solution dans l’ethanol. La solution Cthanolique 
est alors Cvaporee et le residu est repris par une solution 0,Ol M de KHC03 (10 ml). Cette 
solution est alors soumise ii une hydrolyse acide (CCl,COOH B 5 “/,> qu iIib&re les alcools 
que l’on peut rassembler dans un faible volume d’hexane (0,l ml a 2 ml] apres neutral&&ion: 
c’est dans la solution hexanique Pz qu’on recherche les alcools terp6niques par microcbro- 
matographie sur acide silicique. 

RemerciemeMs-Nous remercions vivement Monsieur le Professeur E. Lederer de ses cons&Is et de l’intbret 
qu’il a port& g nos recherches, ainsi que de I’aide qu’il nous a don&e. 


