
ETUDE DE LA REPARTI TI ON HISTOLOGI QUE DES NUCLEOPROTEINES 

DANS LE GRAIN DE BLE 

Rapport de stage eff ectué au La;boratoire d 1Etudes des Blés 

de 1 1 Institut National de l a:.. Recherche Agronomique · 
1 

I6. rue Nicolas FORTIN. PARIS I3 °. 

D. E.A. de .PHYSIOLOGIE VEGETALE APPLIQUlll:E 

A LA FACULTE DES SCI ENCES DE PARI S· 

J'ea.l'.1-CJ.a ude AUTB.AW 

Ootobr e I 969 . " 



3 
A TV\(/) 

J.,._ 

+Q.I\~) l ~ (2,' ~" J'< A- ""'et. ~~e 

""'o. 'l...t-~ ~ Ol'I" <A.. t~a.-î~o..f< k_ 

l~ - ciru..~ ~~ 

ETUDE DE LA REPARTITION HISTOLOGIQUE DES NUCLEOPROTEINES 

DANS LE GRAIN DE BLE 

Rapport de stage effectué au Laiboratoire d'Etudes des B1és 

de l'Institut National de l a.. Recherche Agronomique 

I 6 rue Nicol as FORTIN. PARIS I3° . 

D.E.A. de PHYSIOLOGIE VEGETALE APPLIQUHI:E 

A LA FACULTE DES SCI ENCES DE PARIS· 

U-

fY\ a.., 

Jean-Claude AUTRAN• 

Octobre 1969. 

"'V'°"' ~~ 

a.fi~·~ . 



SOMMAIRE ======== 
page 

AVANT - PROPOS .. o • • .. • ., . .. . o • • • ~ ,, " . ....... o e ... .. ~ •• :;. • • • • • • l 

Il~TRODUCTION .... . .... . ~ .. . c ..... . o . .. . . . c • • • • • • • • • • • • • • • • • 2 

PLAN o 0 o o o o o o o o o o o o o o o o o o • o 'I o o " o • t "- o •' o o 1 o o o a e o <> > o • ~ o o o o 4 

I - APERCU DES TRAVAUX ANTERIEURS . . . .. ... . . ..... . .. .... • 5 

II - EX·rRAC'.HON QUANTITATIVE DES ACIDES NUCLEIQUES A 

PARTIR DU MATERIEL BRUT ET A PARTIR DE PREPARA

TIONS PROTEIQUES . 

A) Mé thodes d ' extraction des a cides nucléique s . . . .•• 8 

l) " Préparation des tissus . . . . . • . • .. .•. .. . . ....... 8 

2) Extraction d es acides n ucléiques . . ... ... .. .. .. 9 

B) Adaptation des méthodes class iques de dosage des 

acides nucl é i que s aux t i ssus v égétaux e t en par-

ticulier aux graines d e céré a l e s ... .... . . .. . .. . .. II 

c) Travaux p e rsonnels d' e xtraction des ac ides nuclé 

iques à partir du grain de b l é 9 d e s p roduits de 

sa mouture e t des préparations proté iques • .. •. • • . I2 

l) Matéri e J. étudié . . . .. . . , .. .. . ••. .... , .. , .•••... l~ 

2) Préparati on préal able du matéri e l •.•.... . .. . •. 14 
3) Extra ction des acides nucl é ique s . ..... . . .. . . . • 20 

III - METHODES DE D03AGE DES ACIDES NUCLEIQUES. 

RJ';; SULTATS OBTENUS POUR LFl GHAii-J DE BLE ET LES 

PRODUI TS DE SA MOUTURE • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • 25. 

A) Mé thod es analytiques u tilisabl es •. ...•... , . , , . . • • 25 

l) Dosage du phosphore . • . • . . . • . . . . . . . . . . . • . • • . . • . 25 

2) Dosage de l' azote . •. . .... . , .. .. ... . . ... . . . . •• • 26 

3 ) Dosage du ribose ... . • .... . .. .. ... .. . . . . . . . . • . • 26 

4) Dosage du d é soxyri bose •.. . .•.. , . . , , . . . . . . . . . . . 27 

5) Do s agG de c bases puriques e t pyrimidiques . . . . . 27 

6 ) Mesur es spGetrophotométriques ,, • . , ..... , .. , . • • 27 

B ) .Application de ces méthodes .. •. . ... . , . . . . • . . . . . . . 28 

1.) Dosage du phosphore . . .• •. .. • . . •..•• , .•. . .•..•. 28 

2 ) Dosage d e l' azote . • . • • • .. .. . . . • .. • ...... •.. .. 35 



3) Do s a ge d.u ribose et de l 'AR.l\J •000 0 000 • •••0• •• 37 

4) 

5) 

6) 

Dosa g e du d é8oxyribo 3e et de l ' ADN o •• o • • o o • • 

Dosage d e s b a s e s puriques o·t p yrimidiques .. . 

Dé t e rmination par spectrophotométric UV . . . .. 

37 

39 

39 

C) Résul tat c des détermi n atio;'.ls d 1 acides nucl é i qu es 42 

l) Mé thode adoptée . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . . • 42 

2) Ré sultats obte nus ..• ... . .. ... .. .. .. . . , . , .. . 42 

3) Concl usions sur l o s d é temin ations d ' acides 

nucléiques . . o o o • • o ••• • •••• o • • • •• • • •• • •• • o • • • 47 

I V - EXTRAC ·.rION DBS NUCLEOPROTE I NES 

A) But de c c tt o op6 r ation . . . . . . . . .• . . Il ~ 0 • 0 0 • Il 0 0 • 0 0 48 

B) 

c) 

Maté rie l d ' étude e t méthodes expéri mentales .. . . . 48 
Rés mltats obtenus 52 

l) Extractions du t y p o g l obal . .. ... . ...... .. . . .. 52 

2) Extracti ons du typ e s éle ctif - e xhaustif . .. . 55 

D) Di scussi or1 . o • •• o o . o • ., •• • o • • • •• o •• "' • • • • • • o. o • • "' . 60 

l) M6 thodes e xpériment ales . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . 6 0 

2) R 6 sul t a t s o . . . .. o •• et • o o • • .., .. . o , o o • o o • , ••• •• o • • • 6 3 

E ) Concl u s ion génér a l e . . . . . . • . . . . . . . . . . . J, . . . . . . . 6 3 

V - PROJETS DE RECHERCHES • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • • • • . • • • • • 65 

REFERENCES BI BLIOGRAPHI QUES 69 



LIST~ DES TABLEAUX ET DES FIGURES =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 

Tableaux : page 

1 Importance des différentes fo rmes de phosphore dans l e gr ain 
d e blé et l es produits de sa mouture • . • • .• .. . •• • •••• •• 3I 

2 - Composition phosphorée du blé et des produits de sa mouture •• 33 

J - Estimation du phosphore nucléique ••• •• •••• . •• • • •• •• , .•• •• • •• ; 34 

4 ~épartition de l'azote total au cour s des traitements de 
d élipidation et d'extractions perchl oriques . •• .•... •.• ••• , 36 

5 Teneur en ADN des différents produits analysés •••• • • .••• .••• • 38 

6 Tene~ en JŒN des diPférents produits analysés • •••• •.... . •. • 43 

7 Quantités estimées d 1ARN et d 1ADN dans l e gr a in de blé et 
dans l es pro~uits de sa mouture • ••• • •• • • • •• . ••••••••• ••••• 45 

8 Importance r e l a tive de 1 1ARN et de l'ADN dans l es différ ents 
produits do mouture , r apportée au grain d e blé • ••. ••.. • • • • 46 

9 Composition protéique du blé CAPP~LLE et des produits de s a 
mouture 0 0 0 c; " .... 0 Q 0 0 0 0 0 0 ù 0 0 ' .> 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ,J 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 "' e 0 : c c: 0 • ~ 0 c:; '5 

I O Teneur en phosphore total des différ entes préparations 
protéiques o o • o a o o a o o o o a o a o o o o a a o o o c: ... a a o o .: ,, o o o -> o o o o o o o a o o. a 5'11 

II Compos ition phosphorée des différentes préparations 
protéiques o • o o o a a o o o a o o a o u _ o o " ~ " o o o a o o o o " o o " " ::: ... :"' w o .· a o Q o • • 59 

I 2 - Compo s i t ion en a cides nucl éiques des pr épar ations protéiques 
l yophilisées .. o o o a o o o o o o a o o o o o o o o o o o o o o o • o o o :> o .. o o o o o o o a o • • 61 

Fi gures : 

1 Spectre UV d ' ARN de l evure • •. • • < . • , • •• • ••••••• • • , • • • •• ••• • I 27-28 

1 bis - Dosage de l'A.DN par spectrophotométrie . Courbe d'éta-
lonnage â partir d ' un ADN de thymus •• •• • • •• • .•••. • • ••••• 27-28 

1 t ·er - Origine histol ogique des différ entes formes de phos-
phore du gr ain de blé • • • , . •••• ..•• , ••••• • •• • ••• ••.••• .. . • • 33-34 

2 Dosage de l 1 ADN sel on l a méthode de DISCHE-BURTON. 
spectre de l a col ora tien • • • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • . • • . • • • • • • 38-39 

3 Spectres UV d'extraits 

4 - Spectres UV d'extra its 

Spectres UV d' extraits 

perchloriques de lli~é (oo C et 90° 

à oo C des 4 produits de mouture 

à 90 ° C des 4 produits de mouture 

c) • 
0 0 0 • • 

• 0 0 • 

40-4I 
40-4I 



AVANT - PROPOS 
==:::===========c::::: 

Ce rapport r ésume les travaux de laboratoire effectués 
au cours de l'année 1968- 69 7 en vue de l'obtention du Dipl8me 
d 1Etudes Approfondies de Physiologie Végétale Appliquée 7 dirigé 
par ru. l e Professeur ULRICH à la Faculté des Sciences de Paris . 

Le stage 7 précédé d'une étude bibliographique a eu 
_lieu au Laboratoire d 1Etudes de la Qualité des Blés ~e i 1!.N.R.A. 7 

sous la direction tlc hl. BOURDET à qui j'exprime ma· vive reconnais
sance pour les précieux conseils qu'il n'a cessé de me prodiguer 
au cours de mon travail . 
;. . .. 

J' adresse également mes remeroiéments à Mlle ;.GbBIN 7 

ainsi qu'à Mme GUILLEI.iOT et· à Mlle CLAUX pour Té1.11.~ · · cèliaooration 
technique . ··· · ,-.. ' ; · · 

'. 



2 

INTRODUCTION 
============ 

Le but du travail qui nous a été proposé est d'ar river à une 
meilleure connaissance des acides nucléiques et des nucléoprotéines 
dans le grain de blé 9 en particulier dans ses différentes r égions his
tologiques. 

Cette étude est loin d'avoir été menée à s on terme durant le 
stage effectué, de sorte que notre r apport ne présente que la première 
phase de la réalisation de ce travail complexe. 

En particulier, si le sujet proposé est proche de l a physiolo
gie végétale, la phase .pr épar atoire , seule abordée ici, demeure assez 
éloignée do cette matièr e scientifique . Par contre, la poursuite du 
travail pourra se f ai r e sur le plan de la physiologie végé t al e. Mai s 
d'autres voies de continuati9n, telles l a génét ique , l a sélection va
ri étale, la bioch imie en vue d ' applications de t echnologi e agricol e 
et alimentaires, pourraient êtr e envisagées. 

CADRE GENERAL DES RECHERCHES AUXQUELLES NOUS AVONS PARTI CIPE 

Notr e laboratoire étudie la qualité des bl és et cherche à r e
lier celle- ci aux propriét és physico- chimiques do c er tains de leu~s 
constituant s biochimiques. 

Or 9 les aptitudes technologiques des blés et de leurs produits 
de mouture , condi tionnées pour une l ar ge part par leur t eneur en pro
t éines~ dépendent aussi d ' un f acteur qualité, plus ou moins associé 
aux particularités génétique s des blés. 

Ce facteur qualité , appel é parfois force des blés , dont l'ori
gine se trouve dans l os propri ét és des protéines, peut être apprécié 
par des t ests physiques ou chimiques . Mai s de tels tes~ ne permettent 
pas d ' a·tteindre les facteurs intimes qui régissent l a qualité protéi
que. Pour tenter d ' éclaircir ce problème, il sembl e donc nécessaire de 
mener une étude bio-physico-chimique plus fondamentale. 

Au cours de ces dernières années, l es travaux de DOURDET et 
FEILLET (1 964, 1965, 1967 9 1968) ont permis de met tre au point un pro
tocole expérimental d 1 étude 9 qui rend compte de l a constitution protéi 
que des farines, grâce aux proprié tés de solubilité 9 aux comport ements 
électrophorétiques et ohromatographiques des protéines . Ces travaux 
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se sont efforcés de relier l a const itution prot éique des farines, en 
particulier le groupe des al bur.ünes-globulinos , aux particularit és 
génétiques des bl é s 1;üs en oeuvre , 

:.iJSPRIT DANS L:-2!QUEL NOIJ.1RI: ETUDE A :i!:Tï:: CONDUI'l1E 

Le présent travail es t fond é sur l'idée suivante: pui sque les 
acides nucléiques r enfer ment l e code génétique et jouent un rôle fon
damental dans l a synthèse protéique 1 on peut penser qu 'ils ne sont 
pas étrane;ers aux particularités géné·i; i ques des bl és . Cependant , ni 
les tencurG en acides nuc l éiques totaux , ni l es valeurs des rapports 
ARN/ADU, (BOURDET et I-CRARD 1 959~ 1 960 ~ EIHAILOVIC et al. 1963, 1964) 
ne se s ont r évél ées comme des critères significat i fs cl ' unc variété 
de b l é . 

Auss i , la présente é tude a-t- elle été orientée , non plus vers 
les acides nucléiques aeuls 1 mai s aussi vers les protéines qu i leur 
sont associées, telles des h i stonnes dont on présume l e rôle dans l a 
r égul a tion des gènes . 

Alors que l es travaux do BOURD:;]'l.1 et FJ:I LI.ET rendent compte de 
l a consti tu t i on protéique des f arines 9 gr âce aux propriét éc de solubi
lité , le but final de cette étude est de mettre en évidence la consti
tution nucl éoprotéiquc de s blés et de leurs produits de moüture (fa
rines, sons, r e1:1oul ages, gerrae s) , cc qui - _faute de t ravailler sur 
l es di ffér entQP r égions du grain obtenues par dissection ·· devrait 
donner une idée de la r épartiti on histologique des composés nucléi ques 
dans l e grai n s e t de relier, si pos s ible 1 cette constitution nucl éo
protéique des bl és avec leurs particul arit és génétiques. 

L ' é t a t actuel de notre travail nous permettra seulement a1 a
border la répartition des nuc l éoprot éines dans les différ eQtS produits 
de raouture du blé, gr âce au dosage des acides nucl éiquesJet sur les 
problèmes poséo par leur applicat ion aux matér iels biologiques t els 
que 10 grain de blé et ses produits de nouture , ainsi qu' aux prépara
tions protéiques lyophilisées . Nous étudierons enfi n les poGsi bil ités 
d'ex t raction des nucl éoprotéines du bl é, ;\ 1 1 a ide de solvants non dé
natur ants. 

Voici d 1ailleurs le détail du plan suivi : 

•• 0 / 

;+ Nous i nsis t erons particuliè rement sur les méthodes de dé termina
tion des acides nucléiques • • • 

( 

I 
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P 1 AN 

I - Aperçu des travaux antérieurs . 

II - Extraction quan titative des acides nucl éiques à partir du maté
riel biologique brut et à partir de préparations nucléoprotéiques 
plus ou moins purifiées . 

III - Méthodes de dosage des acides nucléiques et r ésul t ats obtenus 
chez le grain de blé et ses produits de mouture. 

IV Extr action de nucl éoprotéines non dénaturées à partir du .mat ériel 
biologique . Application au grain de blé . 

V - Conclusions . 

VI - Progralilme des recherche~nvisagées . 

- = - ~ - : -
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I - APERCU DES TRAVAUX ANTERIEURS 

HISTORIQUE 

Il y a 1 OO ans 7 exactement 7 liIIESCHER isola pour lcfpremière 
fois isola une "nucléine" à partir des noyaux de cel lules de pus . 

Depuis ce temps, les connaissances précises sur les composés 
nucl éiques ont évolué avec une relative lenteur et ce n 1est que depuis 
peu d ' années que quelques conceptions solides ont pu ~tre dégagées . 

Durant un siècle? on s'est surtout attaché à découvrir et à 
mieux connaître ces composés nucléiques? par exemple: 

- leur répartition dans la cellule vivante 
- leur rôle (synthèse protéique, code génétique) · 
- leur structure moléculaire. i 

Comme il a été montré que des composés nucléiques semblables 
existaient dans tous les tissus vivants, cette étude a pu se concen
trer sur les organes et les cellules qui en sont riches ou sur ceux 
dont l'extraction est facile. C' est pourquoi la majorit é des recher
ches ont porté sur des matériels biologiques tels que: 

- le thymus de veau 
- les levures 

1er spermatozoïdes de poissons 
- les tumeurs , •• • etc ••• 

Cete étude a donc d'abord été menée moins pour les tissus vi
vants eux-mêmes que pour l es composés nucléiques que l'on en a extrait. 

En conséquence, la plupart des méthodes d ' étude (extraction, 
dosage 9 isolement) des acides nucléiques ont été établies à partir de 
quelques tissus et très généraler,1ent 9 à partir de tissus animaux ou 
de microor ganismes. 

Mais les chercheur s ne se sont consacrés à l'étude des compo
sés nucléiques de végétaux supérieurs que beaucoup plus rarement, et 
si l'on compte quelques travaux concernant des organes riches en aci
des nucléiques, ou bien à métabolisme intense~ OSBORNE et HARRIS (1902) ~ 
LEVENE et LAFORG E (1910) ~ CLARKE et SCIIRYVER (1917), LUSENA (1951) 
sur le germe de blé, TS0 9 BONNER et VINOGRAD (1 956) sur la plantule 
du pois , LYTTLETON (1960) sur la feuille de trè~le, oOTA et OSAWA 
(1954), sur l a plantule du haricot~ CHERRY (1963) sur la germination 
de l'arachide, etc • •• , il en est autrement quant aux organes à métabo
lisme ralenti comme les tissus de réserve e t en particulier l es graines 
de céréales. 
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Ces dernières , très étudiées pour leur composition protéique 
depuis les travaux historiques d 1 0SBORME (1910) 9 ne l ' ont été que beau
coup plus ta:bd (à l'exception de leur embryon) > au point de vue de leurs 
acides nucléiques. 

MASONI (1915), puis GEOFFROY(1939), donnent des teneurs du 
grain de blé en phosphore nucléoprotéique. TAKASUGI (1942), puis KONDO 
et MORITA (1954) affirment que la glutéline de riz est une nucléopro
téine . 

MATSUSHITA (1958), confirmant la présence d'acides nucléiques 
dans les graines de céréales, selon des teneurs variant comme la riches
se en protéines , pense qu 1il ne faut plus considérer les protéines des 
graines uniquement comme des substances de réserve. Au contraire, la 
présence d'acides nucléiques, mis en réserve en vue de la germination, 
ou accumulés avec les nucléoprotéines auxquelles ils appartiennent au 
cours de la maturation, oblige à reconsi~é~~r les propriétés et les 
fonctions des protéines des graines. AYRAPAA (1957)découvre que la 
fraction soluble dans les solutions salines, mais insoluble dans l'eau 
(fraction globuline) de la graine d'orge, est particulièr~ment riche en 
acides nucléiques . BOURDET et H:8RARD (1959, 1960) étudient l'évolution 
des acides nucléiques au cours de la maturation du grain de blé ainsi 
que la présence des deux t~'pes d'acides nuoléiques, fort ement fixés à 
des molécules protéiques de caractère basique, dans le gluten . Ils sug
gèrent que l e rapport ARN/ADN du gluteny pourrait constituer un carac
tère variétal . 

JENNINGS e t MORTON (1962) étudient séparément l ' évolution des 
acides nucléiques au cours du développement du grain de blé, dans l'en
dosperme et dans le péricarpe . MIHAILOVIC et al.(1963, 1964) dosent 
les deux types d'acides nucléiques dans l e grain de blé et dans l e glu
ten au cours de la maturation . Ils ne pensent pas que le rapport ARN/ADN 
puisse constituer un caractère variétal. 

BOURDET (1965) , FEILLET (196~ i BOURDET et FEILLET (1967), au 
cours d'études sur les constituants phosphorés du blé et de la farine 
de blé, confirment la richesse en acides nucléiques (1 0% environ) de 
la fract 1on globuline de la farine de blé . Ils montrent qu 1 ainsi cette 
fraction renferme la ma jorité des acides nucléiques de la farine, l e 
reste étant contenu principalement dans la fraction gluténine. Souli
gnant également l'importance des acide s aminés basiques dans l es glo
bulines, ils suggèrent que celles-ci pourraient s'ap~enter à de s his
tones végétal e s . 

Après ce bref rappel his torique et cet aperçu des travaux an
térieurs 7 il convient de souligner la pauvreté de la littératur8 con
cernant les composés nucléiques des graines de céréales e t des tissus 



~ -

1 

7 

végétaux, en général. 

A côté d 1 innombrables travaux relatifs aux tissus animaux et 
at« microorganismes 9 on constate un retard important dans les méthodes 
d'investigations et dans les résultats ~ en ce qui concerne les végé
taux, retard particulièrement accusé pour les tissus de réserve . 

On peut par exempl e remarquer que, parmi les trois plus impor
t ant es méthodes de dosage des acides nucléiques, deux ont été établies 
en 1945 pour des tissus animauxe cell e de SCHN~IDER, pour le thymus, 
le foie de rat et les poumons de souris, et celle de SCHiIIDT-THAITI~HAU
SER, pour le thymus, l e pancréas, le foie, la rate , le cerveau, les 
oeufs, • • • Ce n'est qu'en 1949 que OGUR et ROSEN mi rent au point une 
méthode de dosage des acides nucléiques de tissus végétaux . ~ncore ne 
fut- elle établie que pour l es méristèmes de radicules de maïs et n 1est
elle applicable qu'à un nombre restreint de tissus végétaux (KLEIN et 
a l. 1953). 

Cela signi fie que la plupart des travaux sur végét aux doivent 
faire appel à des méthodes prévues pour tissus animaux, et doivent gé
nér alement les modifier profondément pour les adapter à leur propre ' 
cas. 

De m&me, il est fréquent que des découvertos ayant eu lieu chez 
des animaux ou des microorganismes soient extrapolées ou généralisées 
aux végétaux avec seulement des fondements expérimentaux faibles " 

De même, enfin, l es ouvrages généraux et les plus importantes 
revues concernant les composés nucléiques sont axés sur l es tissus a
nimaux. C1 est le cas, par exemple, de la très belle revue de HUTCHINSON 
et MUNRO (1961) sur le dosage des acides nucléiques et de celle do 
DESVEAUX- CHABROL (1 968 ) sur la biologie des histones. 

Peut-ôtre ce décalage évident entre animaux et végétaux peut
il s ' expliquer par de plus grandes difficultés d ' études du matériel 
végétal, lequel contient d 'importantes quantités de substances (Cellu
lose , pentosanes , amidon, protéines de· réserve • • ) dont 1 1 insolubili
té gêne tout travail de recherche. 
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II - EXTRACTI ON QUANTI TATIVD DES ACIDES NUCLEIQUES 

A PAR'I'IR DU MATERIEL BIOLOGIQU:J BRUT ET A PARTIR 

DE PREPARATIOHS PROTEIQUES. 

8 

Après avoir exposé les principales méthodes connues d ' extr ac
tion des acides nucléiques, nous étudierons les possibilités de le~r 
application à notre matér iel végétal, c e que nous illustrerons par 
quelques r ésultats . · 

A - METHODES D' EXTRACTION DES ACIDES NUCLEIQ~S 

1 - Prépar ation pr éal able des tissus~ 

Cette phase a pour but de faciliter l' extr action ainsi que d ' é
liminer des substances pouvant interférer ultérieurement au cour s des 
r éac t i ons de dosage. 

a) ~royag~ de~ !i~sus..!.. 

La plupart des aut eurs conseillent un broyage des tissus suffi
sant pour accroître la surface des particules en contact avec le liqui
de d ' extraction . Mais cette opération ne doit être ni trop poussée ni 
t rop prolongée afi n d ' éviter toute dégradation mécani que ou chiwiqu e 
(con t ac t avec le métal des broyeurs ) des macromol écules. 

Pour fre iner les dégr adations enzymatiques , il convient de 
broyer à basse température (gl ace fondante ou par fo i s azote liquide) 
bien que certains auteurs op~rcnt dans l ' al cool bouil lant ou encore 
dans des solutions concentrées d ' urée . 

b) Extrac!i~n_d~s_com_Eo~éE_ acido-~olubl~s_à_froid..?_ 

Une rapide extr action du tissu avec un acide dilu é es t habituel 
l ement pratiquée en vue d ' él iminere 

l e phospha t e inorganique et les formes de phosphor e organique (telles 
que le phosphore phytique) pouvant interférer dans l e dosage du phos
phore nucl éi que : 

- les sucres simples et les polysacchari des qui pourraient gêner les 
r éactions de dosage de l ' ARU par l ' i n termédiaire du ribose~ 

- les nucléotides dont la présence 1Jodifierai t l es valeurs trouvées en 
acides nucléiques . 

Pour cette extraction, on utilise fréquerrunent l ' ac i de trichlor
acétique 5% ou 10:; qui 7 à 0°C a le mérite de réduire 11 hydrolyse acide 
des ac i des nucl é iques tou: en f avorisant la précipitation des protéines. 
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L ' acide perchlorique 0 9 2N environ est également employé. 

liais selon le tissu étudié $ il faut trouver un compromis entre 
une extraction incomplète des composés acide- solubles et une extraction 
trop vigoureuse qui peut dégrader et éliminer une partie des acides nu
cléiques . 

Comme la déterminat i on des acides nucléiques fa i t souvent appel 
au dosage du phosphore nucléique ~ il est nécessaire d'éliminer préal a
blement le pho.1phore lipidique . Auss i pratique- t-on une délipidation à 
l ' aide d ' un mélange de deux solvants, à tendances respecti vement polai
re et apolaire 7 co;"Jme les mélanges éthanol-éther chloroforme- méthanol 7 . ' etc •• , 

Ce traitement 5 à la température d ' ébullition , permet d ' él iminer 
les lipides siraples ainsi que l a ma jeure partie des phospho-lipides. 

2 - Extraction des acides nucléiques 

A partir du résidu d 1 ex~raction des phospholipides et des com- . 
posés acido- solu iles à fro i d 7 il s'agit d'extraire les acides nucl éi
ques. 

Il semble i mpossible de recueillir quantitativement les acides 
nucléiques sans les dégrader . Aussi 5 pour extraire d ' un -t issu la tota
lité de ses acides nucléiques , on est obligé d 'utiliser un traitement 
assez brutal qui dénature fortement les macro-molécules • 

.hlais cela a peu d 1 importance car ~ ~n pratique ensui te 7 des réac
tions de dosage spécifique d ' un élément ou d'un groupement chimique de 
l ' acide nucléique (phosphore , ribose 5 désoxyribose) dont les propriétés 
- à l'exception du spectre UV des bases puriques et pyrimidiques - sont 
peu affectées par l ' état de dépolymérisation de la macromolécule. 

Trois méthodes principal es, univers ellement utilisées ; sont à 
décrire: 

a) !_!éth~de ~e_SCf1!!I.QT-THA_!lJ : T ~r:l._ · -~ ,'_T~lir; 

llis au point pour le dosage des acides nucléiques dans les tis
sus animaux ~ ce procédé utilise une incuba tion à 37°C durant au moins 
15 heures dans NaOH 1lJ , Une dégradation de 1 1 AIDT en fragments acide- so
lubles a lieu 9 t andis que l ' ADN, pluo/résis tant , reste sous forme poly
mérisée. 

L' acidification du milieu , à l a fin de l'incubation 5 amène donc 
la pr écipitation de l 1ADN 9 t andi s que les oligonucléotides de l' ARN de
meurent dans l e surnageant . 

Cette méthode permet donc , en principe 9 non seulemen t une ex-
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traction quantitative des acides nucléiques, mais encoro l eur sépara
tion COiilpl ète en ARJr et ADN c L 1 ARU peut alors être dosé dans le surna
geant et l ' ADN, dans l e résidu~ après solubilisation, selon les métho
des calorimétriques ou spectrophotométriques qui seront l 'obje t du cha
pitre III . 

b) liéthode de SCHNEIDER 1945 - -- - ------,--
Egal ement miso/au point pour des t issus animaux, cette méthode 

ne permet pas l a s8pa~ut ion des deux type s d ' acides nucl éiques. Elle 
aboutit seulement à une extraction global e, à l' aide d ' un traitement 
par l'acide trichloracéti que à 90°C pendant 10 mn . 9 du fait que cet a
cide ~eut solubiliser les aci des nucléiques tout en étant un agent pré
cipitant des protéines. 

Sur l 1 extrait obtenu , on peut alors pratiquer des réactions de 
dosage spécif ique de l 1ARN et de 1 1ADN. 

c) Liéth~de de_OQUR ~t_ROS~N..2. _1_9_19_ 

C'est l e premier procédé i maginé pour la détermination des a
cides nucléiques dans le s ti ssus végétaux . Mais nous verrons que s'il 
est efficace 7 pour des tissus j eunes (plantules , méristèmes . , • ) 9 'il 
est inutilisable dans de nombreux cas . ;·. 

Son principe r epose sur une solubilisation préférentielle de 
l' ARN en milieu perchJ.crique 1N à 4°C pendant 18 heures et sur l ' extrac
tion consécutive de l 1ADN par l ' acide perchlorique ô ,5 N à 70°C pendant 
deux fois 20 mn . 

On peut ainsi, dans le s meilleurs cas 9 aboutir à une extr action 
séparée de 1 1 Aill~ et de 1 1 ADiif respectivement à froid et à chaud. 

d) _l\u_!r~s __ P_!:OE_é~éE_ ~ 

Ils sont moins connus, mais l eur pri ncipe doit êtr e s ignalé . 
Ainsi, JORPES (1934) , JAVILLIER et a l . (1931 ) utilisent des extractions 
à l' aide du NaCl 10% à l' ébullition . 

llOR'l'ON et a l. ( 19 58) combinent 1 'extraction de 1 'ARN par 1 'acide 
perchlorique froid et celle de l ' ADN par NaCl 1 O?j à chaud. 

SOLOllON (1957) pratique une extraction au phénol tandis que 
JERVELL et al.(19 58 ) dosent l ' ARU et l ' ADN par l'intermédiaire de l'u
racile et de l a thymine séparées par chromatographie sur papier. 

AUBEL-SADRON (1960 , 1961) e t EBEL (1961) précipitent sélective
ment les acides nucléiques à l ' a ide de sels d ' ammonium quaternaire, 
comme le bromure de cétyl-triméthyl ammonium (CETAVLON). 
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B - ADAPTATI ON DES iiETHODES CLA ~3SIQU~S DE DOSAGE DES ACI DES NUCLEIQUES AUX 
TISSUS VEGJ:TAUX :JT EN PARTICULI:~R AUX GRAINES Di!: C:i!:RDALES 

Nous venons de décr i re l es pr incipal es méthodes sous leur f or
me ordinaire . Il va de s oi que , si ces procédés conviennent avec l es 
tissus pour l esquels on l es a établis ~ ils ont dû êtr e adaptés et par 
f ois CO Qpl ètement t ransformés pour permet t r e le dosage dans d ' autres 
mat ériel s biologiques . HuTCIIINSOli & iJUURO ( 1961) ont d 1 ailleurs r egrou
pé dans u ne même r evue tou t es ce s mét hodes en donnant l e déta i l des 
condi t i ons opératoir es ut i l i s ée s par les auteurs . 

Apr ès examen de l a li ttératui·e 5 i l sembl e que le dosage cles a
cides nucl é iques ne pose pas de gr ands problèmes pour la plupart des 
t issus · animaux . Par contre , l e s travaux relatifs au secteur végétal no
tent général e1~1ent l a di ff i cul t é et parfois 1 1 i mpossibilité de mettre 
au poi nt des mét hode s correctes. 

Ai nsi 9 HOLDGATl!] & GOCDWilT ( 1965L dans une r evue des méthodes 
d'extr action des acides nucléiques végét aux, concluent qu ' aucun des 
trois procédés cl assiques n ' es t satis faisant . 

I NGLiTI ( 1963) pense que la mét hode de SCI-Il.IIDT-THAIHH\US~R es t 1 

l a seul e util i sable pour l o mat ériel v égétal. Ce procédé est en effét 
empl oyé par de nombreux cher cheurs, t els que ROTTGER & al.(1 962) sur 
des feuil les de t aba c , NI Ei:IAN & al. ( 1963) sur des f eui l les de haricot 9 

de r adi s et de vigne ~ BROHJ.J et al. ( 1963) sur des f eur lles de Prunus , 
GUINN ( 1966) pour des feuilles et cîes r acines de cot on , e tc . _. 

VIIIE;.5LER & BOULTER (1 967 ) sur des gr a ines de fèves e t SMI LLIE 
& KROTKOV ( 1960 ) ave c Euglena et Chl orella~ uti l i sent une méthode dé
r i vée de celle de SCHllIDT-THAI.Jfil\USER en employant KOH 0,3 N au lieu de 
NaOH 1U. 

Cons idérant que l es autr es proc édés é t a i ent i nutil i sabl es , 
llARTIN & MORTON (1 9 56 ) a i ns i quo J :ŒNliI NGS 8: lIORTON ( 1964) ext raient l es 
acides nucl éiques du grai n de bl é au cours de maturation par IG.Ji 1 0)~ à 
100 °C . Par contre , BOURDET & HERARD (1 959 ) t r avail lant sur le même ma
t ér i el trouvent ce tte mét hode ineffic ace. 

~ MARKOWSKI & UADEJ (1 968 ) extr a i ent le s ac i des nucl éi ques d~ 
1 1 e mbyon de bl é par NaCl 1 °'~ à 100°C et s épar ent 1 1ADN de l 1ARN s e lon 
l e proc édé SCID.IIDT-THAl~:AUSER. ' 

Quelques auteur s séparent les acides nucl éi ques végét aux selon 
l a mét h ode OGUR & ROSEN ~ ~OODSTOCK & SKOOG (1 960) sur de s r aci nes de 
maïs, L~DOUX & al . ( 1962) sur des pl antul es d ' orge 9 GALITZ & HOWELL 
(1 960) sur dG j eunes gr a i ne s de so j a~ LAV:;:JI) (1 968 ) smr de l a moelle 
de tabac . KLTI: IU & al. ( 1963 ) cri tiquent cette ~1éthode e t ne lu i trou
vent que des appl i cations t r ès lir.ü t ées, 
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Enfin, la méthode de SCHNEIDER, bien que conçue pour des tissus 
animaux se t r ouve employée par CH:iliRRY (1962, 1963) pour des cotylédons 
d'arachide, ainsi que par HALL et HODG~S (196~ sur des graines d 1avoine. 

On trouve encore cette dernière méthode dans plusieurs trav~ux 
mais il faut signaler qu'il s'agit alors d 'une transformation de celle 
de OGUR et ROSEN . En effet, de nombreux chercheurs du secteur végétal 
ayant échoué dans la séparation des acides nucléiques, selon ce dernier 
procédé, ils ont supprimé la première série d ' extractions (à 0°C) et · ont 
dosé les acides nucléi~ues totaux dans le seul extrait à chaud (70° ou 
90°c). 

Cette adaptation a été suivie en particulier par la plupart de 
ceux qui ont travaillé sur les graines de céréales . C1est le cas de 
BOURDET et HERARD (1959) pour le grain de blé en cours de maturation, 
puis de BOURDET at FEILLET (1965 , 1967) pour l es farines, et do llIHAILOVIC 
et al (1 963, 1964) pour le grain do blé mûr. 

Il apparait donc que les tissus végétaux posent des problèmes 
différents de ceux des tissus aniraaux, probablement à cause des nombreux 
cou1posés organiques entrainés avec les acides nucléiques au cours des 
opérations d'extraction et interférant ensuite dans l es réactions de do
sage . 

Avec les tissus de r éserve 7 les difficultés s'accusent à cause 
de l ' importance accrue des composés insolubles (amidon , pentosanes inso
lubles, protéines de r éserve) . Les méthodes d ' extraction ont dû ains~ 
s'adapter à chaque cas particulier, de sorte que les propriétés physico 
chimiques Qises en jeu n 'ont parfois qu ' un rapport éloigné avec celles 
que les procédés initiaux invoquaient . 

C - TRAVAUX PlllRSONlTELS D' EXTRACTION DES ACIDES HUCLEIQU3S A PARTIR DU GRAIN 
DE BLE' DES PRODUITS D~ SA MOUTURE ET DES PRBPARATIOUS PRO'r:J:IQ_U-...::s 

1 _ Matériel étudié~ 

a.) Grai_!! de_;_bl:_é.:_ 

Nous avons travaillé sur u~lé t endre (Triticum vulgare) , de 
variété CAPPELLE, r écolté à La liinière (Versailles) en 1966 . 

Voici quelques car actéristiques de cc blé ~ 

- t eneur en protides: 1 2 ,1 5~;b 
- teneur en phosphore : 
- humidité: 12,5% 

426 mg p.100 g 

b) Produi_!s_d~ ~oE_ture È;U_blé..:_ 

Après passage dans un moulin expérimental des Grands !Jaulins de 
Paris , l e blé CAPPELL3 a ét é f r actionné en quatre catégories do produits 
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différant par la t ail l e do leurs particul e s ~ 

- la farine, fraction la plus fine ~ qui représente essentiellement l es 
parties central es du grain ~ 

- les 11r emoulages blancs" et l es 11r emoulages bis 11
9 contenant dos particu

les plus grosses , riches en matières ce llulosiques provenant des parois 
cellulaires et en fragments de l' ass ise protéique . 

- les "gros sons" correspondant aux enveloppes du grain dégagées de l ' a
mande farineuse . 

Dans co diagraiJmc do mou tur0 ~ los gerne s ne sont pas s éparés . 
Ils se r e trouvent à la fois dano l os romoulages blancs et l es remoulages 
bis . 

Lo~valeurs donnée s di-dessous pourront nous r ensei gner sur la 
composition biochimique de cos produits et sur l ' importance r elative de 
chaque fraction 7 dans le grain total , 

$b du Teneur en Teneur en 
grain 

N p . N . p . ) 

de ~ blé (en mg p.100 g m.s. ): (en mg p . 1 OO ; g ro.s. ) 

Blé 100 21 30 426 

Farine 78 ,3 1905 111 1493 87 

Ramulages 
1 '6 3080 752 49 12 blancs 

Remoulagos 
5,8 3160 1255 H33 73 bis 

Gros sens 14,3 2860 1933 409 276 

L'analyse de ces produits de la mouture du blé nous permet donc , 
faute de t r availler sur les régions histologiques obtenue s par dissec
tion , d 'avoir une idée grossière de la r épartition des co~posés biochi
miques dans les différent es parties du grain. 

c) Prépar~tio_!!s_pE_o_!élque_ê.~ 

Lo chapitre IV expose nos travaux d'extraction do s nucl éopro
t éines à partir du matériel végétal , Sur l es préparations protéi ques ob
tenues après dialyse et lyophilisation > nous avons pratiqué des détermi
nations d ' acides nucléiques . I l va de soi quo co matériel , déjà quelque 
pou purifié 9 est infiniment plus facile à analyser que l os tissus bruts 
présentés ci-dessus . 
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2 - Préparation préal able du matér i el en vue de l ' extrac t ion des acides 
nucl éi ques 

a ) Broyage: ----
Avant toute extraction 7 les grains de blé ont été r éduits en 

fines particules (dans un broyeur à marteaux CULATTI type DFH 48) recueil
lie s après passage dans un tamis do maillas de 0 77 mm. Cette opération 
amenant un r efus dos plus grosses particules (fragments de sons ) 9 on ré
cupèr e ces dernières et on los i ncorpore au tami sat afin quo celui -ci 
conser ve la même composition que l e bl é initial. 

A l ' exception dos "gros sons 11 qui ont dû subi r le même br oya
ge, l es produits de mouture; jugés suffisaurJent fins 7 ont été analysés 
t ul quels . 

Sans cotte opér ation do broyage 7 qui augment e considérablement 
los surfaces en con~act ave c l os solvants, l ' extraction no serai t pas 
quant i tative CoJcn 1ant 9 il convient do signaler los défauts qu ' elle 
présente . 

Lo broyage opère une certaine sépar a tion entr e les petites par
ticul es et l es plus grosses quo l e tamis refuse . La récupér ation de· 
cos dernières doit donc êtr e tres s ofügneuso . Dans l e cas contraire, : la 
conpositi on du blé broyé est différente do cella du blé de départ, 'en 
particulier à cause de l a porto d ' une partie dos sons . Comme cos parti
cules contiennent la najcurc part i e du phosphore du gr ain 9 tout manque 
de soin ou broyage se traduit par une baissa du taux du phosphora total 
dosé dans l e blé broyé. 

Ains i nous avons obtenu dos teneurs on phosphore allant de 414 
à 480 mg/100 g de blé 9 selon l a maniè r e do conduira cc simpl e broyag0 . 

D'autre part 7 un broyage trop prolongé provoque un certain é
chauffement pouvant amener une altération de s macromol écules . Co risque 
peut cependant être évi t é en pratiquant l ' opération en pr ésence de mor
ceaux do carboglacc . 

Enfin 7 l e broyage modifie la str uctur e physique du matér i el vé
gét al et 7 on particulier, entra îne dos pertes d ' eau , do s orte quo , pour 
connaî tra l ' humidité du produit broyé~ il f aut atto ndrc l o r établisse
ment do l'équilibre avec l ' a tmosphèr e , cc qui peut demander quel que s 
jours . 

b) Dé_hi_gi da_!i~n : 

Lorsque le dosage des acides nucléiques no fait pas interveni r 
le phosphore nucléique 7 cotte opération e st inutil e ( SCHN~IDER, 1945) " 
CommG cc n ' est pas notre cas, nous avons dû génér alement éliminer los 
phosphol ipidos. 
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- Méthodes utilisées 

Nous avons employé l e mélange ét hanol-éther (3/1) à l' ébull i 
t ion directement dans le t ube d ' extr act ion . Pour obtenir des quantit és 
plus i mportantes do produits dél ipidés, nous avons pr at i qué aus s i l a 
délipidation dans l' appare il BBS (14 h . par l ' éthor et 8 h . par l ' étha
nol) . 

Par ailleurs, pour véri fie r l' efficacité do l'opér at ion , nous 
avons aussi dél ipi dé par le butanol à froid, lequel est apparu comme 
l o me i l l eur ~gent de délipidati on des farinos (BOURDET e t F3ILLET 1966) . 

- Résulta t s: 

Selon l e procédé, l ' effica cité d ' extra ct i on d~ phosphor e l i pi
dique est t r ès différent~~ a i nsi 9 pour l e bl é CAPP~LLE nous obt enons: 

- par le butanol : 18 90 mg do P- lipidique pour 100 g ffi o S o 
11 

de bl é 
- par éthanol- é t her: 14, 3 mg 11 11 11 11 

- par BBSe 9 9 5 mg 11 11 11 11 11 

D 1 autre part , pour des raisons à déterminer ~ nous avons eu de s1 
di fficultés à obtenir des val eurs r epr oductibles dans los pr oduits de 
mouture Los résul t~ts r e stent encore à préciser ~ mais les ordres do 
gr andeur du P- lipi di quo (par extraction au BBS) sont l os sui vants: 

Farine (78 ,3% du bl é) 

Romoul ages blancs (1 ,6%) 

Remoulages bis (5, 8~~ ) 

Gr os s ons ( 14 9 3;.b) 

mg do P- lipidique 
p.1 00 g de produit 

mg de P- l ipidique 
p . 100 g do blé 

Si gnal ons au passage l' i mportance du P- lipidiquo par rapport 
au phosphore total , pour chacun de ces produitse 

P-total P- lipidiquo 7~ P-l ipi dique 
(mg p. 1 OO g) (mg p.100 g) par rapport à 

P- total 

Bl é 426 9,5 2 , 25~ 

Farina 111 0,2 7,4 
Rcï:loul ages blancs 752 18,8 2 ,5 

Re moul ages bis 1255 25,0 2,0 

Gros s ons 1933 31' 2 1 ' 6 
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Le P- lipi diquo repr ésent e donc environ 2~; du P-tota l ~ s aur 
dans l a f arine où co r apport s ' él eva à 7 ,4;; , e t col a bien que l a farine 
soit l a fraction l a plus pauvr e on P-l i pidique . 

L' expl ication 0s t quu l os r emoul ages e t l es s ons 9 bien que 
riches on P- lipidiquo 9 c ontionnont beauc oup de P- phytique et do P-nu
cléique t andi s que l a far ine en os t r ulativcï.1Cm t pauvr e. 

- Dis cussion 

I l sombl o quo l e procédé do délipi dation par l~ butanol à 
f ro i d soit l e plus ufficac e . J.ïais encore faudrait-il montrer qu 1 il n 1 ex
tra it quo à.u ?-li~Jirliquo . D' autr.:; part ~ par suite dt.: l a difficulté à 
évapor e r l e but anol dans l e r ésidu délipi dé 9 l' extr action dos acide s nu
cl é i ques n~ peut s~ f ë i r G nur eu mCu~ mat érie l , Co proc éda n ' a donc 
qu ' une val eur de t éraoin . 

Lé/s ol u t i on cons i s t e donc , soit o. délipidor par l e mé l ange étha
nol-éth0r ~ facile à évaporer ot à poursui vr e l e s extracti ons sur l e 
même matériel ~ soi t à préparer de s quant i t és i mportantes do produit dé
lipidé 1 dans l ' appar e il BBS par exempl e , Cepondant 9 l os r ésulta ts dif
fè r ent s elon l o procédé I l est poss i bl G quo t out l e phosphore extrait 
ne s oi t pas l ipidiquG~ car l os spe c t r es UV des extrai t s par l ' é t hanol 
lim particul ier ~ prés en t ent par fois des maxii.1a d 1 absorption -ver s 270 nm . 
N1ayant pu idontifi e r d ' acide nucl é i que dans cos extraits (car l ' éther 
et 1 ' éthanol r:iodificnt la r éaction calor i métrique ) , i l nous os t ce pen
dant diffic i l 8 do nous pr ononcer oncoro. 

Si l a déli) ida t ion préal abl e n ' est pas prat iquée ~ nous avons 
obsor v é quo l a va l eur du phosphor~ pr ése nt dans l v r ési du a près extrac
tion dos acides nucléiques s ' accroit a l ors d 1uno quantit é d ' environ 10 
à 14 mg p.1 00 g do bl é, c 1os Va dire du raômu ordr e quo l a teneur on P
lipi di quo . 

Cc r ésultat mon t r e que, dans une pr owi è r o approxi mation, on 
pourra i t évite r l 'opération do déli~idat ion pr éa l abl e ? dt/fai t quo l a 
ma j eur e partie: du P- lipidiqu0 no nm1bl e pas ôtrc oxtra i t o avec l es aci
de s nucl é i que s . Il faudr a i t ce pendant essayer d'identif i er l e P-lipidi
quo dans l e r és idu final ? u t col à pour t ous l os produit s di ffér ent s é
t udiés, cc qu i n 1a pas encore é t é r éal i sé. 

Enfin , nous avons cons t a t é quù l a délipidation modifiai t notto
mon t l a struct ur u phys i c o-chir.ü quc dos produits analysés :&n off e t, 
l ' extra it par l ' é t he r ou l' ét hanol con t i ent) à côt é dos lipi des ) bion 
d ' au t r e s const rtuants : 1 ,5 à 2'ï; do l 1azoto t ot al du b l é ou do la farine 
s 1y trouvent . Pansant quo ce t azoto_.no pouvait pas ê t r e uni quement phos
pholipidiquo (choli nu) , BOURDET e t .T{3]RARD (1 960 ) ont suggér é quo la dé
lipi da tion entra i nai t dos cons t i tuants do na t ure protéiqu0 5 cc qu 1ils 
on t confirmé on i dentif i ant l e s 17 acides aminés dans l ' ex t r ait do glu
t en do blé par l ' é t hanol . 



Il apparait donc que l ' élimination préal able des phosphol ipides 
souvent justifiée , entraîne parfois des inconvénients, lesquel s serà ient 
à considérer si 5 dans notre cas, l ' identification d ' acides nucl éi ques 
dans les extrai ts par l ' é ther ou l ' éthanol se confirmait. 

- 11éthodes 

Les différents agents d ' extr action utilisés s ont : 

- 1 1 actde perchlorique 0 7 25 N (OGUR et ROS~N 1949) 

- l'acide trichl oracéti que 10~s (SCHNEIDER 1945 ) 

Nous avons aussi employé l' acide perchlorique 0,5 Net l ' acide 
~richl oracétique .!}-1~. 

Les conditions d 'extraction sont les suivantese 

- les trois extraits sont réunis et amenés à 50 ml . 

- après chaque extraction 9 l e surnageant est séparé par décantation a-
près centrifugation à 0°C dans un centrifugeur J OUAN G 60 9 à 36og g 
ou dans un LiSB HIGlI SPE. !D 18, à 10.000 g, 

- Résultats 

Au point de vue des quantités de phosphore acide- soluble ex
tra i t à 0°C 9 les résultats sont prat i quement indépendants de l ' acide u
tilisé com1!le le montre le tabl eau suivant: 

p extra i t % du P total 

3 extractions ( ATC 1 O;~ ~ 368 mg p. 1 OOg blé 86,2% 

~ ATC 5% :372 mg Il Il Il 87 ,6~ à 0° C 
( IIClO 

4 
0 9 25 N:362 mg Il Il Il 85 9 3~~ par; ( 

. . 
ma o4 0 9 5 H :375 mg I l Il I l 87 9 8,~ ( 

De même 9 les résultats ne l a i ssent apparaître aucune différen
ce s i gnificative lorsqu 'on pr at i que dos extractions de 15 5 10 ou 5 mn. 

Les chiffres montr ent donc que l a plus gr ande part ie du phos
phore du bl é est extractible à 0°C par les acides dilués ci- dessus . La 
littérat ure affirme que ce phosphore correspond à des formes minéral es 
et or ganiques . Ai nsi BOURDET et I-rnm,rnD ( 1959 ) ont identifié 9 dans ces 
extra its acides à 0°C de bl é 5 du phosphore min8ral ( orthophosphate) 9 du 
phosphore l abil e (provenant des groupements phosphoriques de cofacteurs 
d 1 enzymes) 9 du phosphore phytique (inositol-phosphates) 7 ce der ni e r é
tant9 de loin 9 le plus ü1portant dans leftüé. 
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Dans les produits de mouture du blé, voi ci l'importance du 
phosphore acido- sol uble à 0°C: 

Avec l 1acide Avec l ' ac i de 
perchl orique t richl oracétique 

mg p.100 g 
: .-; du P V.) 

: / tt1 mg p.100 g ~J du P t t 1 

Farine 61 54,7 66 59,3 

Rer.:loulages blancs 647 86,o 642 85,2 

Remoulages bis 1103 87,3 1138 88,2 

Gros sons 1813 95' 1 1900 95,4 

Il appar ait que le P-acido-solubl e est la forme pr édominante 
dans les enveloppes du grain. Par contre 9 dans l ' amande farineuse, 
cette f orme ne r eprésente plus qu'environ la moitié du P- total, 

- Di s cussion: 
- - - - Dans t ous les cas> les différences ol::œr vée s entre l es val eurs 

obtenues par les différents acides utilisés, sont r e l ativeoent faibles 
et généralEment de 1 1 ordre de grandeur de 1 1 incertitude sur l e résu1..+ 
t at . On ne peut donc pas trouver de différences significatives . 

!fous n 1 avons pas effectué de dosage spécifique pour identifier 
par exemple le P- minéral ou le P- phytique dans les extraits . Cependant, 
nous avons étudié leur spectre UV e t nous avons toujours trouvé une 
absorption nette à 260-265 mn s ce qui caractérise l es acides nucl éiques 
et les nucléotides . 

Cependant ? vu 1 1 i 1aportance de cette absorption UV 9 nous avons 
dû penser que , ù côté des nucl éotides que 1 1 extraction acide éli1:üne > 
devaient se trouver aussi des acides nucl éiques. Cela a été confirmé 
par le fait qu ' après dialyse prolongée de l ' extrai t acide~ donc élimi
nation des nucléotides, on pouvait encore i dentifier des a cides nucl éi
ques . 

En admettant que ce proc édé de dialyse permette uno c oncl us i on 
exacte et que le tra itement acide à froid ne dégrade pas les acides nu
cl é iques (1 1ARN en particulier), nous avons évalué à en moyenne 5~ l a 
part des nucléotides dans l'absorption nucléique . Ce n ' est qu ' un ordre 
de grandeur 9 car nous avons conscience du Banque de probité du procédé . 
Aussi nous proposons-nous d ' approfondir cette question par la suite. 

Les acides nucl éiques du grain de blé auraient donc des pro
priét és différentes de celles des autres tissus végétaux au point de 
vue de l eur extractibilité . ~n effet , la plupart des auteurs ayant u
tilisé ce traitencnt a cide à froid ; n ' ont j amais signalé que des acides 
nucléiques pouvaient être ainsi entrainés avec les nucl éotides . Nous 
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avons cependant tenu compte de ce fait par l a suite . 

Pour limiter cette élimination d ' acides nucl 8iques , on pourrait 
penser à utiliser des acides pl us dilués . Nous nous propos ons d ' util iser 
ce moyen . Il faut cependant signaler que la teLlpérature doit être main
tenue à 0°C t ant au cours de l ' extraction que pendant les centrifuga
tions , Si l a tempér a ture s ' élève, on note une pl œ grande quantité de 
composés nucléiques dans 1 1 extrait . iünsi , à 0°C 7 dans les candi tions 
décrites~ environ 10% des acides nucl é iques totaux (cette va l eur compre
nant les nucléotides) sont extraits , A 20°C 7 on atteint 20 à 25j6 de s a
cides nucl-é i ques totaux, 

:Enfin ~ nous avons essayé de raontrer que t rois extractions suf
fi sai ent pour él iminer l a totalité du phosphore acido- solublc à 0° C, 
Nous avons dosé le phos phore entraîné dans chacune d ' ell es 

Quantité de p % du P acido- soluble 
total 

Extraction n°1 331 mg p.100 g 90,2;& 
11 n°2 20 mg 11 5 ,4,~ 
11 n°3 11 , 2 rJg 11 3 J 1,. 

t! n°4 4 , 1 ·mg 11 1 1cG ? I 
Il 
Il n°5 1 '5 mg 11 0,4~& 
Il n°6 1 , 0 mg Il o, 35b 

La première extraction él imine donc 90-~ du P acido- solubl e to
tal et les trois pren i ères réunies en contiennent plus de 98%. 

Liais, ayant parallèlement étudi é le spectre UV de chaque ex
tra i t, nous avons cons t a té que tous contenaient des acides nucl éiques 
et quo le phosphore des der niers extr~its était uniquement du P- nucl é i
que . Aussi convient- il de se liniter à trois extractions car cel a suf
fit à é liminer tout le phosphore du type phytique, mi nér al ., " Les ex
tractions suivantes ne ser viraient qu ' à encore éliminer du P- nucléique. 

d) Ordr e ~e~ E_p~r~tloE_s~ 

Un grand nombr e do t r avaux opè r ent la délipi dat i on après ex
t r action des coraposé s acide- solubles . Quelques- uns , cornue OGUR et ROSEN 
(1950) inversent les deux opér at i ons. 

Nous avons essayé les deux systèmes et nous avons décidé pour 
la suite de toujours pratiquer l a dél ipidati on en premi er lieu . ~nef
fet, dans le cas contra ire , après extraction dos composés acido-solu
bles, on obtient un r ésidu encore iobibé d ' acide . Lorsqu ' on dél ipide 9 

on port e à 7 5 ou 80° C cc r ésiùu en présence d 1 ét her ou a. 1 éthanol--éther . 
Or ~ l'acide restant va , à cette température ; provoquer une hydrolyse e t 
1 1 extrait contenant los lipides entrainera aussi do nombreux co;:1j;>os8s, 
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comme du P non lipidique~ a i nsi que l e montrent ces r ésulta ts: 

P "lipidique"dosé 

Délipidation en premi er lieu 
Il 11 second lieu 

Une autr e sol ution consiste à sépar er l 1cxtract i on aci de de la 
dél ipi da tion par plusieurs l avages à l 1eau en vue d' éliminer 1 1acide , 
8 1 es t ce qu 1 on utilis é BOURDE.il&, ïl!JRJ\RD (1 959) pour l e grain de blé, 
Mai s nous avons pr éféré délipider en premi er lieu , bien que , cette opé
ration modifiant l e s structures du matériel ~ le t aux de P acide-soluble 
éliminé ensuite ne soi! pas l e m8me quG dans le ca s où l'on inverse les 
deux opér a tions . 

3 - Extraction des acides nucléiQues 

Les troi s mé t h ode s cl assi ques décrites pl us haut ont ét é appli
quées à notr e mat ériel végét al . Nous allons ici donner les résultats ' dc 
ces travaux , critiquer les procédés utilisés e t e s s ayer d 1indiquer la 
ma ni ère sui vant laque lle on pourr ait los adapter 

- Lié thodo de SCID.IIDT- TIIAfüT1 l i !JSF:~ 

Plusieurs auteurs travaillan t sur l es gra i nes de cér éales ont 
constaté 1 1 irnpossibili t é d 1 utiliser cotte mé thode (iiATSUSHITA 1958 9 MI
HAILOVIC e t al. 1964) à cause de l a t eneur en amidon du matérüil. BOUHDET 
et HJRARD (1959 ) précisent que l'addition de soude 1 Nau blé broyé , 
détermine l a fo rmation d'un ge l épais brunissant r apidement . Les mêmos 
auteurs travaillant sur l e gluten de bl é (1 960), si rrnal ent l'ineffica
cit é du procédé , cet t e fois à cause do la richesse en proté ihes du ma
t ér iel . 

Nous avons pu vérifier que l' a pplica tion d i r e cte de l a méthode 
c 1 e s t - à-dire avec 20 cc de NaOH 1 N pour 1 g de bl é ou de f arine abou
tissait à un gel , brun 9 corapact e t i nutilis able . 

Un autre essa i a été t ent é avec d0s dilutions do 50 et même 
de 100 9 pour du blé, de l a f arine ou des sohs . Nous avons obtenu des 
extra i ts de vis cos ité t rès él evée (de l 1 ordre de plus ieurs dizaines 
de poises ) , dont l ' étude serait diffici l emen t concevable . 

Il s embl e donc que la mét hode de SCifüIDT-TllANN.!USER ne con
vienne pas du tout aux dét ermi nations d 1 acides nucléi ques dans l e s 
grai nes amyl acées, par suite de la gélif ica tion de l ' amidon e t des au
tre s polyholosides en mil ieu f or t ement basique. 
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On pourrait cependant essayer do nouveau~ en utili sant une base 
plus diluée comme UaOH N/ 10 ou N/20.>. cc qui évi terai t peut- être la for-
mation do gel y mais ri en ne prouve· que t ous los aci des nucléiques se
raient alors extraits. 

L ' application du procédé SCIBIIDT- T."'J.Nlffi.USEil n 1a pas encore été 
t entée pour l es préparations lyophilisées de nucl éoprotéirBs . Il semble 
cependant que l es condi tiens seraient rn0illoures pour 1 1 c1~1ploi do ce t·ce 
méthode . 

- lléthode de SCHN2IDER ~ ------·------ .. .-- ~-·------

Dans la méthode originale ï l 1auteur prétend extraire la tota
lité des acides nucl éiques en un seul traitement par l'acide trichlor
acétique 5% à 90°C, Travaill ant sur le grain de bl é on cours de matura
·i;ion , BOURD:i:T et HERAilD (1 959 ) util i sent deux extractions de 10 cc d ·' a
cide 5~ à 90° ~, pour 1 g de substance s è che , 

Dans notre cas , pour l e gr a i n de blé mûr et ses produits de 
mouture (dél : pidés) , nous avons consta t é qu 1il f al l a it quatre extrac
tions do ce type pour obtenir los acides nucléique s 5 le cinquième ex
trait n 1en contenant que des traces. 

En utili sant l ' acida perchl orique 0 9 5 N à 90° Ll au lieu de tri
chloracétique~ l ' efficacité est accrue> car t rois extractions suffisent 
pour atteindr e le môme r ésultat . 

sives: 
~xem~l~: Quantités d 1ADN obtenues dans des extractions succes-

lf O 1 

N°2 

N°3 
N°4 
N°5 

mg p, 1 OO g blé C' 
/;) 

------------------------. 
85,4 88 

10 ;0 10 3 
' 1 9 7 1 9 7 

tr . 

mg p. 1 OO g blé ~ ci ;o 
---------..... - ..... -----------. 

5492 5598 
27 ,3 28~ 3 

10,3 10,5 

594 5,4 
tr . 

Généralement pour t ous los produi t s de mouturo 9 trois extr ac
tions par l 1ATC 5ï; donnaient toujours moins d ' acide nucl é i que quo le 
PCA 0,5 N dans les mêmes condi tions . 
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Bi en qu 1 incf f i cacc 7 le proc édé es t cependant parfa i t ement ~ppli
cabl c selon s es conditions or i gi nal 0s 9 aux prépara t ions pr otéiques lyo
philisées . Sn r cvanche 9 avec du mat éri e l brut comme l e gr a i n de bl é, on 
ne peut Llêrao pas c onserver l es condi t i o;1s ini tia l c s de OGUR et ROG:illN, 
~n effet, ceux- c i pr éconi saient des extr actions à 70°C par l 'ac i de per 
chlorique 0 9 5 N. Or 7 une tel le opér ati on nous conduisai t> à cause de la 
r i ches se en aui don du matériel~ à l a f or mation d ' un gel à part i r duquel 
on ne pouvait pilius s éparer de surnageant après centri fugat i on, 

BOURDET e t II~RARD , ayan t constaté cc phénomène ~ ont al or s a
bandonné l' ac i de perchlor ique au profit du trichl orac étique~ qui no 
provoque pas ce t t e Gél ilication, à 90°C7 se r approchant ains i do la tech
ni que de SCIDCI D::I:R . D e môme 7 l a plupar t des auteur s travaillant sur l es 
graines de cér éal e s ont r enonc é à pratiquer l ' extrac t i on à 0°C et ont 
ess ayé de doser spécifiquement l es deux t ypes d 1 acides nucl éi ques sur 
l e seul extra it à chaud . Ce l a r evenait donc aussi à employer l a mé t hode 
de SCHNEIDEH, 

b) Qo~cl_u_~i_.2.n~ ~ur l_e~ ~o~cns_d~o.!trair~ .!.e~ ~c_!~s_n~c1-_é2=_CJE.e~ 
à .E_art~r __ d~ .!E_a_!é.!:_i~l_végi_t~l_é_!ud~ e 

La s olubil isation sir:iul tanéc des deux t ypes d 1 acides nuc l é i que s 
dans lo s extrai ts ac i des à 0°C e t l a r iches se on amidon du mat ériel gê
nent cons i dérablement l 1 extrac t i on séparé:e de l' ARN e t de l' ADN. La 1 

seul e mé t ... odo u t ilisable sembl e alors â tre celle de OGUR et ROSZN s i m
pl ifiée (une seule s éri e d 1 extr~cti 0ns à chaud par PCA 0 9 5 N) 9 ce qui 
revient approximat ivement à empl oyer l a t echni que de SCIDT::JI D:ïJR (une 
seul e série d 1extr actions à chaud par r.rci\ 5~~ ) -

Liai s s i l 1 extr a c t ion à 70°C e s t pr a ticabl e avec du mat ér i el pu
r ifi é> elle ne l 1est pas dans l es t i ssu s r iches en amidon pour l e squels 
l es auteurs ont rlQ adopter l ' aci de trichl or acét ique à 90°C. Nous avons 
cependant r emarqué que s i l ' ac ide perchl or i que donne un ge l en pr ésence 
d ' ami don> à 70°C> en r evanche il n 1 on donne pas à 90°C 9 de s orte qu 1 à 
cette t empér a ture, on a l e choix entre 10s deu:-.c t ypes d ' acides . 

Ceux- ci ont cependant t ous deux des :vantagos et des inconvé
ni eht s . Nous donnons ci-dessous l a l ist e de ceux quo nous avons cons t a
t é l e plus s ouvent: 

ACIDE PERCHLORIQU~ 

Très efficace pour extra i re quanti-: 
t a tivdment les acides nucléiques : 
( 3 traitemen~ suffi sent ) . 

0 . 
Absorbe t rès peu dans l 1UV. Les dé-e 
te r minat i ons spcctrophotométriqucs 
sont ·~l icabl es. 

ACIDE TRI CHLCRACETIQUS 

Lloins effi ca ce (4 t raitement s s ont 
nécossairen) . 

Absorbe f mr t ement dans 1 1UV en de ça 
de 265 mm . Les déterminati ons spec
trophotomét riquc s sont s ouvent i m
possibl es dans la zone d ' absorption 
nucléique. 



ACI DE PERCHLORIQU~ 

A 90°C dissout la quasi t otal ité 
de l' amidon, ce qu i 2.ugmente l a 
tur bidité des extrai ts et entraine 
des pr écipi t és lors d'une conserva
tion au de l à de quel ques heures . 

. 
Ne semble pas agir sur l' aspect phy-· 
s i que de l ' amidon lors des tra ite- : 
ment s à 0°C9 de sorte que ·au cours 
des t r a itements iJ. chaud , le résidu • 
est net et l a décantat i on eGt fac i le : . ~ 

Une p rtic du mat ériel à extraire est 
mal mouillée de sorte quo de nombreu~ 
ses particules ne sont pas centrifu- : 
gée s et rest ent à l a surface du li- : 
quide . Pour éviter cela, on peut em-· 
ployer un agent tensio- actif (al cool: 
amyl i que ou oc t ylique } mais une in- • 
t erférencc dans les réactions colo- : 
r i métriques est a l ors à craindre. 

Pas de défaut corr espondant . 
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ACIDE TRICHLORACETIQUE 

Di ssout peu d'amidon et présent e 
doncaun degré moindre les défauts 

de l ' acide perchlorique . 

Sembler a i t agir sur l ' aspec t de 
l ' ami don l ors des extr actions à 
0° C, de sorte que à 90°C 7 peu 
d ' amidon est dissous même par 
l' acide perchl orique , le résidu 
est gonfl é et gél ifié 5 l a décan
tat i on est i wparfaite . 

N' a jamai s pr ésenté cet i ncon
véni ent . 

Au cours dos dosage s d'ADN 9 l es 
extraits trichlora cétiques ont 
parfois tendance à bruni r en 
c ontact avec le r éactif de 
BURTON. 

Co1.1pte t enu de ces cons idér ations d 1 ordre pratique, nous avons 
l ongterupn hésité entre ces deux agen t s d ' ext r ac tion . Finaloraent 9 nous 
avons penché pour l ' acide perchlorique , avec les conditi ons suivantes: 

- 3 ext ractions à 0°(; par l ' acide 0,25 N ( 15 ml/1 g ns de produit) du
r ant 3 x 15 minutes, 

- 3 extractions à 90°c par l ' acide c,5 u (15 ml/1 g. ns de produit) du
rant 3 x 15 minutes . 

La pr emière série d ' extrdrtions élimine en particulier les 
formes uc i do- sol ubl es de phosphoru Nous ver rons que l o. détermination 
des ac i des nucl éiques et dos nucléotides extraits peut se f aire par 
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spectrophotométrie . 

La deuxième série extrait les acides nucléiques qu 'il est pos
sible de doser alors grâce au phosphoro 9 étant donné quu los autres for
mes de phosphore ont ét6, on principe, él iminées à 0°C. 

Sur chacun desdeux extraits~ on pratique auss i des détermina
tions do l' ADN~ l e soul dos deux acides nucléique s pouvant être dosé 
spécifiquement. 



III - METHODES DE DOSAGE DES ACIDES NUCLEIQUES 

RESULTATS OBTENUS POUR LE GRAIN DE BLE 
ET LES PRODUITS DE SA MOUTURE 
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Le problème est le suivant: poss édant un extrait ~uantitatif 
d ' acides nucléiques, il s ' agit d'en déterminer la teneur exacte . Pour 
cela, il convient de faire appel aux principales propriétés physico
chimiques des acides nucléiques, par exemple: 

- la déte rmi nat i on d'un élément chimique de l'acide nucléique: phospho
re ou azote. Compte t enu que l'ADN et l 1 ARN contiennent environ 9~7% 
de phosphore et 16% d' a zote , un dosage spécifique du P ou du N nucléi
que permet de déduire l os quantités d'acides nucl éiques présentes . 

- l a détermination d 'un groupement chimique tel que le ribose, le déso
xyribose, les bases purique s ou pyrimidiques . Mais comme les réactions 
de dosage ne font généralement pas intervenir la totalité des groupe
ments de 1 1 acide nucl é i que, il est nécessaire de pr atiquer aus'si l a 
réaction sur un acide nucl éique é t alon . 

- les mesures par spectrophotométrio UV j grâce à l' absorption vers 
260 nm des base s puriques e t pyrimidiques, mais également par l'in
t e rmédiaire d ' un é t alon . 

A - METHODES ANALYTIQDZS UTILISABLES 

1 - Dosage du Phosphore 

Il s ' eff ectue en deux t emps: l a minér alisation , dont l e but es t 
de trans former l e s f ormes de P organiques en P minéralj puis l e dosage 
colorimétrique, génér al ement fondé sur l a r éduction de l'acide phospho
molybdique . 

De nombreuses méthodes ont é t é proposées . Le s plus couramment 
utilisées s ont celle s de FI SKE et SUBBAROW (1 925) , (parfois en tenant 
compte de l a modif ication de KING -1 932 ) , do ALLEN (1940) et de BRIGGS 
(1 922) . C1 est cette dernièr e méthode que nous utilis ons, après adapta
tion de MACHEBOEUF e t DELSAL (1 943 ) ~ pour l es dosages colorimétriques . 
Par contre, l es minéral isations ont é t é effectuées selon l e procédé de 
'IHI VOLLE. (1 944) . 

a ) Prl:n~i~e_d~ l a_ rj_a_!!tioE_ 

En présence de molybdate d' ammonium en solution sulfurique, l os 
orthophospha t es provoquent l' apparitiond ' acide phosphomolybdique, l e
quel peut ê t re réduit, avec f ormat ion d ' une colorat i on bl eue, par l'hy
droquinone en présence de sulfit e do sodium. L'int ensit é de l a colora
tion suit l a loi de BEER pour des quantités de P al lant de 5 à 50 gamma 
dans 10 ml. 
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b) Pr_§:ti(].!:!n_ t'lu do~a_ge_ 

Comme une minéralisation sulfurique ou sulfo- nitrique risque 
d ' amener des pertes en phosphore si on cherche à évaporer tout l ' acide 
sulfurique ~ ou de modifier l a coloration bleue si des traces d ' acide 
demeurent, nous avons adopté la minéralisation nitrique avec ca t alyseur 
(nitrate de zinc) sel~n l e procédé de THIVOLLE (1944) . 

Ce tte minéralisation est pratiquée dans des matras KJ~LDABL 
jusqu'à di spcrition de toute coloration brune du r ésidu et jusqu'à éva
poration total e de l ' acide nitrique . Apr è s dissolution , l es phosphates 
sont transvasés dans une fiole j augée à partir de laquelle on prélève 
des parties aliquotes pour l e dosage colorimét rique. 

Celui- ci débute par une hydrol yse des pyro et des rnétaphospha
tes en orthophosphates, seuls à donner l a coloration bleue . Après addi
tion des r éactifs/d 1 orthophosphate, on l a i sse la coloration s e dévelop
per 30 minutes . L'intensité de l a col oration (mesurée dans le procédé 
initial à 1 1 électrophotomètre de IJeunier ? écran orangé) est déterminée 
actuellement au spectrophotomètre électroni que Jobin et Yvon 7 à 700 nm. , 

La réaction es t très sen~ible et permet donc l ' appréciation ~~ 

quantités de 5 à 50 gamma de phosphore dans le s produits de minéralisa
tion nitro- zincique de matières organiques . 

2 - Dosage de 1 1azote 

Nous le pratiquons selon l a technique KJELDAHL , c 1est à dire ps~ 
minéralisation sulfurique (avec catalyseur K2SO - CuSO : 10/1) puis 
distillation de l ' ammoni ac avec 1 1appareil de PfrRNAS e t 4VvAGNER . La pré
cision du procédé est très bonne mais sa pr atique est relat i vement lon
gue. 

Nous avons aussi tenté d ' évaluer les teneurs en protéi nes par 
les méthodes de FOLIN (LOWRY et al.1951) et du biuret (GORNALL et al . 
1949) . Mais il faut a lors opérer parallèlement avec une protéine témoin 
car les résultats obtenus dépendent (par l 1 intermédiaire du nombre de 
liaisons peptidiques) de l ' état de dégradation de la macromol écule pro
téique. 

3 - Dosage du Ribose 

Il se pr atique généralement suivant l a r éaction de BIAL , c 1es t 
à dire l a transformation des pentoses en furfural, en milieu aci de con
centré, accompagnée d ' une coloration en présence d ' orcinol (MEJBAU'tl 
1939 ). L'int ensité de la coloration traduisant la teneur en pent oses, 
il est possible de doser ainsi l 1ARN 9 à condition que le milieu ne con
tienne pas d ' autre pentose que le ribos e de l'ARN. 

Cependant, une partie seulement du ribose de l ' ARN réagit (il 
s 1agi t vraisemblablement du ribose purique , car le ribose pyrimidique 

/+ (acide sulfomol ybdique , sulfite de sodi um; hydroquinone ) 
à la solution •.• 
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est beaucoup moins l abile . Aussi doit-on utiliser de l 1ARN et non du 
ribose pour é talonner l a coloration. 

D' autre part 9 le désoxyribose int erfère dans cette r éaction . 
Il faut donc corriger l es val eurs trouvée s en fonction de s quantités 
présentes d 1ADN. 

4 - Dosage du désoxyribose 

Bien que de nombreuses mé thode s aient été mises au point , com
me celles de CERIOTTI (1952) par l'indole ~ de WEBB et LEVY (1958) par 
l a p- nitrophénylhydrazine, la plus communément utilisée est celle de 
DISCHE (1930) par la diphénylamine 7 plus r écemment amél iorée par addi
tion d 'acétaldéhyde (BURTON 9 1956) . C1est cette dernière méthode qu~ 
nous avons utilisée dans tous les cas . 

Son principe repose sur le développement d 'une réaction colo
rée à partir du désoxyribose en présence de diphénylamino. DISCHE utili
sai t un traitement de 10 mn à 100 °C " TIURTON a considérablement accru l a 
sensibilité de la r éaction en introduisant de très faibles quantité~ 
d 1ac ét aldéhyde , Mais l a color ation s e développe alors à 30°C environ 9 
durant 16 à 20 heure s . 

Les produit s de la r éaction , donnant lieu à la coloration bl eue 
que 1 1on apprécie au spe ctrophotomè tre à 600 nm, sont encore mal connus . 
De plus 9 s eule une proportion de 46 à 48~ du désoxyribose de l 1ADN r éa
git . En conséquence 9 l a coloration doit être étalonnée avec de l ' ADN pur 
et non avec du désoxyribose . 

Cette réact ion~ d 1un emploi trè s s i mple 9 est très sensibl e . 
Elle permet de doser des quanti t és de l'ordr e de 2 à 40 gamma d'ADN. 

5 - Détermination des base~uriques e t pyrimidiques 

CormJe la thymine et l'uracil e s ont r es pectivement spécifiques 
de 1 1ADN et de l 1AR1T 9 un dos age de ces base s perme t de connaitre les 
teneurs en acides nucl éiques correspondants , Nous n ' avons pas encore 
pratiqué ce tte opér ation . Nou s pens ons l e faire ultérieurement avec 
l ' une des mét hodes suivante s g J ERVELL et al . (1 958 ) 9 DUTTA ( 1959 ) ou 
HcDONALD (1 954 ) 9 lesquelles u t ilis erat combina i s ons de l a chromatographie 
sur papier et d ' échange d ' ions . es 

6 - Mesures spectrophotométriques 

L ' absorption des composés nucl é i ques à 260 nm, du e aux bases pu
riques et pyr imidiques 9 per me t des dét erminati ons quant itatives 9 à con
dit ion que l e spec t r e UV ne s oit pas cont ami né par des composés non nu
cl éique s ( co~ne l es pr ot éines qui absor bent ver s 280 nm) . Co~ne le spec
tre UV e s t r arement identique à celui d ' un acide nucl éique pur 9 de nom
breux auteurs compt ent , pour l ' abs orption due uniqueme nt aux acides nu-
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cléiques 7 l a différence entre les densités optiques à 260 et à 290 nm . . 
Les teneurs en ac i des nucl é iques sont connues en comparant l ' absor pti on 
mesurée à une droi te d ' étalonnage tracée à par tir d ' un ARN ou d 'un ADN 
pur i fié. • 

B - APPLICATIOU DE CES UETHODBS 

Nous allons étudier i c i les problèmes qui surgissent lors de 
l ' appl i cation des procédés de dosage à notre matéri el végétal . Cel a nous 
permettra d'apporter quelques critiques à ces méthodes et de s i gnaler 
au sGi les s olutions que nous avons cru bon d ' adopter dans certains cas. 

1 - Dosage du phosphore dans les extraits contenant les acides nucléi
ques ainsi que dans le matérie l v~g_étal brut: 

Nous nous proposons{de doser les acides nucléique s dans les 
extr aits perchloriques à 0°C, le dosage du P ne nous renseigne pas du 
tout sur la présence d'acide nucl éique, car cette extraction a pour but 
d ' élioiner les formes de P non nucl8iques . Nous avons cependant toujours 
effectué cette détermination ~ d'une part pour connaître l a propor tion 
de P acido- soluble 9 d'autre part en vue de vérifier à l a fin des opéra
tions si le bilan du phosphore est bien quantitatif. 

Par contre, dans le s ex t r a its perchloriques à 90°C1 le P- nu
cléique est, en principe , l a seule forme présente 7 d ' où l ' intérêt du 
dosage . ~nfin 9 nous avons touj ours cons t a t é que le résidu après extrac
tion des acide s nucl éiques contenait encore du phosphore . Ce P- résiduel 
a ét é signal é dans l e s travaux de BOURDET et .HERARD (1 959) , HALL et 
HODGES (1966) sur 1 1avoi ne et de BOURDET et FEILLET (1967) sur les fa
rines . Cos auteurs ont émi s l ' hypothèse que ce phosphore pourrait ê t re 
soit prot é ique , s~it glucidique (P l i é à l ' amidon). 

a) !iff2:_cul!é~ re12c..9.n_!r ée~ ~ans_lE: È;é_!eg112:_n~tio!2 È;U_P=nucl_éi~e 

Lors de l' anal yse de s prépara tions protéiques lyophilisées, 
le s dosage s de phosphore nucl é ique n ' ont pas occas ionné de problème par
ticulier et l e s r ésultats obtenus ne seoblent pas ê tre douteux car ils 
coïncident avec l es val eurs t r ouvées par spectrophotomé trie UV . 

Par contro 1 dans l es extraits perchlorique s à 90° C des blés et 
de s produit s de mouture ~ l es teneurs en P 11nucl é ique 11 nous sont apparues 
anormal ement él evées 9 en particulier dans l es produits r iches en amidon 
tel s >(i.ue l a farine ~ où l es val eur s d' a cides nuclé i ques calcul ées d 1a
prèef l ' abs orption UV (non corrigée) à 260 nm. 

Afin de mieux cor.1prendre ce probleme 7 a ins i d 1 a illeurs que c~
lui du P-rés i duel , nous avons é~is l ' hypot hè se qu' une partie du P ex
trait par l ' ac ide perchlori que à 90°C pourrait avoir l ' amidon pour ori
gine . On sait , en effet , que l ' ami don de bl é ,même purifi é e t délipidé, 
contien t encore 0 ,04;& environ de phosphore . Hai s on i gnore encore la na
ture exacte de ce phos)_hore. 
j+ e t à 90 1 C. Dans ' extrai t à Q< C, ••• 

/x l e F a tt e i gnent environ l e dou b l e d e c e lles obtenues d ' a p rès •.• 
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Pour confirmer cette hy pothèse, nous avons soumis de 1 1 aoidon 
de bl é délipidé aux mêmes extractions perchloriques à 0° C et à 90° C. 
Nous avons alors t r ouvé que 15)~ environ du phosphore présent i nitiale
ment dans 1 1 amidon étaient extraits à 0°C , 75~b en moyenne se retrou
vaient dans 1 1 extr ait à 90°C ; 10fa enfin demeur aient dans le résidu fi
nal. Comme le blé contient 64 à 68~ d ' amidon, et si cet amidon renferme 
environ 0, 045"& de P non 1ipidique 9 on peut i maginer que les 3/ 4 envi ron 
de ce P vont ê t re entraînés par l ' ac i de perchlorique à 90°C et vont . 
interférer avec le F- nucléiquc , Or , l'erreur entrainée e st considéra
ble car le calcul montre que le 11 P- glucidique 11 extrai t à 90°C repré
senterait environ 20 r.1g de P pour 100 g de bl é 9 c 1est à dire 40;; envi
ron du phosphore total de 1 1extrait à 90°C . 

On aurait pu penser qu ' une partie 5 au moins , de cette forme 
indéterminée de phosphore de l'amidon est d'origine nucl éique . On sait 
en effet que , lors de la biosynthP~8 des grains d ' amidon , on trouve 
des· acides nuclé i ques dans los plas tides . 11ais l 1 examen du spectre UV 
de l textrait contenant du P- glucidiquo ne montr e pas de véritabl e ab
sorption du type nucléique. 3% tout au plus du P total de l'amidon de 
bl é analysé serait , d ' après nous , d 1 ori gine nucléi que ou nucléotidiqu~. 

D' autre part, la présence de P- résiduel , même à partir d 1 ami~ 
don pur, pourrai t ~ ' expl iquer de deux manières~ 

- ou bien le P de l ' amidon e s t si fortement lié que 3 extractions per
chloriques ne suffisent pas pour l 1 éliminer en totalité . Ce phénomè
ne pourrait alor s se produire également dans les blés et farines, ce 
qui expliquerait l ' origine du P-résiduel dans ces produits, d 1autant 
plus que les quantit és de 11 P- résiduel 11 d ' un amidon sont du même or
dre que celles d 1un bl é ( corapte t enu de la teneur du blé en amidon) , 

- ou bien s 1 agit- i l d 1 un r ési du do P-lipidique que l 'opér a t).on de déli
pida tion préalable n' a pa s éliminé (nous avons en eff e t signal é son 
imperfection dans certa i ns cas) . Bien que pour les matériels non dé-
1:iP.idés 9 le P- r ésiduel soit plus élevé que pour les autres 9 il ne 
semble pas que cette explica tion soit la seule , c ar les valeurs de 
P- résiduel sont parfois trè s élevées ( 30~'., du P total) dans des pro
duits riches en amidon cor.imo certaines farines américaines (BOURDBT 
et FEILLET 1967) . 

Nous avons consta t é égale ment une différence d ' ac t i on sur 
l' aspe ct phys ique de 1 1 ar.ü don entre l e s acides perchlorique s et tri
chloracétique~ l e premier for me un ge l à 70 °C avec les produ~ts amyla
cés, mais n ' en forme pl us à ) 0°U par l e fait qu 1 à cette tempér a ture ; 
i l dégr ade 1 1 amidon au point d ' en di ssoudre la quas i totalité . En r é
vanche 7 l'acide trichloracétique à 90°C provoque un l éger gonflement 
de l'amidon mais ne s embl e pas en di ssoudr e de quant ités notables . 
Ces f aits 7 cons t a t és de visu ~ ont pe rmi s à BOURD:J:T et HE-1ARD ( 1959 ) de 
penser quo par l ' emploi d ' acide tri chloracétique , on ne r isquait pas 
d 1entraîner de P glucidique , l equel deva it alors demeurer dans l e rési-
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du d'extraction. Pour notr e part 7 nous avons constaté quo 9 dans notre 
matériel 7 il en allait différemment car 7 même l' acide trichloracétique 
qui , apparemment dégr ade peu l' amidon 9 entraine à 90°C également 75% 
environ du P total de cet amidon. 

Nous avons alors essayé d 'extraire les acides nucléiques à une 
t empérature inférieure au point de g&lification de l'amidon 7 pensant 
ainsi éviter l'interfér ence de son phosphore. M:ais 9 en d0hors du fait 
qu'à ce tte température il est quasi ment impossibl e d'extraire quantita
tivement l os ac ides nucléi ques 7 ra~me à 55°C ~ plus de 20;; do P glucidi
quo sont déjà extraits . 

Los r echerches sont donc encor e à poursuivr e dans ce sens eµ 
vue de mi eux préciser l es faits , de déterminer la nature de ce tte forme 
de phosphore et do trouver un moyen analytique pour la séparer de l a · 
forme nucl éique . Dans l' é t at actuel de notre travail ~ l'interférence 
du "P glucidique " (ce terme étant bien ent endu la conséquence de notre 
hypothèse) semble donc difficile à éviter . 

b) ~olu_!ion_pro~o_::!é~ 

Dans cos conditions, il ne s emble pas possible d 1 obtonir ~de s 
valeurs précises de P-nucléique par 1 1 in·i;ermédiaire des dosages de phos
phore. Il faudr ait en effe t doser l'amidon dans chacul'}fies produits , 
l'extraire quantita t ivement, dose r l e P. norP-iucléique qui lui est lié 
et r etrancher cette valeur du P total dos é à 90°C 7 mét hode qui serait 
donc très complexe . 

Jusqu' à cc jour, nous avons pu seul ement évaluer l es teneurs 
approximatives en ami don des différ ents produi t s anal ysés et nous en 
avons déduit l es quantités t héoriques de P glucidique susceptibles d 'in
terférer avec le P- nu cl éique . Co moyen ost évidemment très criticabl e 
car, hormis l'incertitude sur lon valeurs estimées 5 on pourrait conce
voir que l ' amidon présent au centre du gr ain et celui qui reste accro
ché aux particules de sons, sont biologi~ucment e t chimiquement diffé
rents et n ' ont probablement pas l a même t eneur en phosphore. 

Dans 1 1 attent e d 1 ar.iéliorations de cotte dé t ermi nation d 1 acides 
nucl éiques , nous no pouvons proposer qu ' une s i mple estimation en retran
chant des val eurs du dosage dans l ' extr a it à 90°C 7 l es val eurs calcul ées 
t héor i qu0ment 7 de P non nucléique . La correction est évidemment faibl e 
pour l es s ons qui ne contiennent que 135~ environ d 1 amidon et pour les
quels l o P- glucidiquc est négligeable devant l e s autres f ormes de phos
phore . lia i s dans la farine~ qui contient environ 77 '.; d 1 amidon ~ l e P
glucidi que représenter ai t 20'/& du P total ( 17)~ seulement pour l o P-nu
cléique ) . 

c) ~ésu.!_tat_::! ~t_dis2_ussion : 

Le tableau 1 exprime l es quantit és des différentes formes de P 
dans le blé et les produits de mouture , ains i que l es pourcentages de 
ces formes par rapport au P total . 
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Tableau 1 - DIPORTANCE DES DIFFER:SNTES FORJJES DE PHOSPHORE 

DANS LE BLE ET LES PRODUITS DE SA UOUTURE 

Blé Farine Re moul ages Remoulages Gros Sons 
blancs Bis 

en mg de P/100 g US de 
produit 100 % 78 ,37~ 1 )16% 5,8% 14, 3% 
p total 426 11 1 752 1255 1933 

p acido-soluble à o0 c 375 61 647 1103 1813 

P extr actible à 90°c 
(glucidique + nucl éique) 53 42 99 153 89 

p lipidique 9 8 18 25 . 31 

p r ésiduel 7 7 8 6 2 

Total • • r 444 118 775 1287 1936 

en % par r apport au P total 

p acidq- soluble à 0°C 88 ' 05& 54,7 86,o 87,3 95? 1 
p extractible à 90°c 12,4 37,8 13' 1 12' 1 4,7 

P lipi dique 2,2 7,4 2,5 2,0 1 '6 
p r ésiduel 1 ' 6 6,9 1'0 0,5 o, 1 

Total . ' . 104,2% 108 ,85& 102,6% 101 ,9% 101,5)~ 
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Il apparait que los produits de mouture les plus riches en P 
sont ceux qui corres pondent à la périphérie du gr aino L'amande farineu
se est beaucoup plus pauvre . 

Lorsqu'on exprime ces val eurs par r apport au P total do chaque 
produit , on constate quo la forme acido-soluble à 0°C (essentiellement 
P-phytiquo) domino dans tous l es cas mai s qu' elle e st r e l a tivement fai
ble dans le contre du grain e t très importante dans l os enveloppes (95$~ 
du P total des s ons) o La f orme de P extra it à 90°C qui représente les 
P nucl éique et glucidique prend dos valeurs élevées dans la farines ,· 
vraisemblablement à cause do l a richesse en amidon de cc produit . Enfin 
on constate que la t eneur en P- résiduel croît parallèl ement à l a t eneur 
on amidon des produits. 

En calculant parallèl ement l e P total et l e s valeurs du P dans 
chaque catégorie (l i pidique , acido-soluble, nucl éique + glucidiquo 7 ' ré
siduel) , on constate quo le bilan dos extractions est quantitatif , aux 
erreurs expérimentale s près. 

Lo t ableau 2 exprime les mêmes r ésultats en t enant compte de 
l ' importance par rapport au gr ain entier , do chaque fraction de mouturoo 
Ce s r ésulta ts f i gur ent à l a f ois on val eur abs olue ( mg do P pour 100 g 
de bl é sec) e t on valeur r t:Jlat i ve (~~du P total d·.i grain) . Dans cc der
nier cas, nous n'av ons i nscrit quo les val eurs non n égligeables afin 
de mieux faire appar aî tre l'origine histologique do chacune d@s formes 
biochi1.1iques do phosphore " 

On r emarque donc quo l e P total du grain est cons titué, pour 
61%9 du P acido-aoluble dos s ons, essentiellement de nature phytique . 

Le t ableau 3, contrai r ement aux t ab l eaux 1 e t 2 où no f i gurent 
que des val eur s obtenues par dosage, donne un exempl e dos calcul s d' e s
timation du P-nucléique . D' apr ès los % estimés d' amidon dans l es diffé
r ents produits ( d ' apr è s BECHTEL et al . 1964) , nous avons calculé le P
glucidiquc correspondant (0,04~) pui s l e P- glucidique supposé extrait 
à 90° C (75% du total) e t , r etr anchant cos va l eurs du P total dosé à 90°C , 
nous avons trouvé le P- nucl é i que o 

Le même t ableau donne l oG résultat s en tenant compte de l' i m
portance ro~ativo de chaque fraction 9 c ' os t à dire en % du gr a i n entier . 

Il apparait que 9 malgré la faibl e teneur des parties central es 
du grain en phosphore nucl éique , c ' es t la far i ne qui en apporte l e pl us , 
e t cela à cause de son importance pondérale . 



, 

33 

Tableau 2 COMPOSITION P HO r:'iP HOREE DU BLE ET DES P RODUITS 
=========~===============~=================== 

========================= ~ ===================~====~===~===============~==== :==== 

Fari ne Remoulages blancs Remoul ages bis Gros Sons 

P t otal 87 73 276 

p lj pidique 6,3 0,3 1 ,4 4,4 

p à 0° C 48 10,4 64 260 

p à 90°c 33 1 '6 8,9 12,7 

p résiduel 5,5 0' 1 0, 3 0' 3. 
--------- ----------------- --------------- ----------

Total 92 ,8 12 ,4 74,6 277,4 

========================= ==~====== === !~============= ============== =~=======~ 

En ramenant au % par rap-
port au grain entier: 

p total 

p à 0°C 

p à 90°c 

p résiduel 

p lipidique 

20,4 

11 ,o 

7,7 

1 '3 

1 7 5 

3,5 

2,4 

17 ,o 

15 ' 0 

2' 1 

64, 7 

61,0 

3,3 

1 ,o 

====p============================= ==============~ ··====-========== :===-========== 
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ESTIMA·rION DU PH03P30HE FUCLEI()UE 
==================~===========~== 

Tableau 3 

===========================~=========p=======~============-====================== 

mg. de P / IOO g. de 

produi t m. s . 

P total 90°C 

% d'amidon estimés d'a
près BECHTEL 

P "glucidique 11 sur la 
ba~e de 0,04% 

P 11 glucidique" extrait à 
90°C sur l a base de 75% 
du P t".!glucidique'' total 

Blé 

53 

64 

25 

19 

Farine 

42 

77 

31 

23 

Remoulages 
bl ancs 

99 

22 

9 

7 

Remoulages 
bis 

153 

22 

9 

7 

Gros 
Sons 

89 

13 

5,2 

4 

1 

Tenant compte de l ' importance des différentes f r actions ; 

mg . de p / I OO g . Bl é Fari ne Remoul ages Remoulages Gros 
de b l é m. s . blancs bis Sons 

p total 90°c 53 32 1 '6 8 12 

% d'amidon/blé 64 60 0,3 1 ,3 1 ,8 

p 11 glucidique " 25 24 0' 1 0,5 Op7 

p ' '.glucidique" à 90°c 19 18 0' 1 0,3 0,5 

p nucléique 34 15 1 '5 8,5 12 

---------------------------------------------------------------------- ----------=------------------------------------------------------- ---------------------------

1 
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2 - Dosage de l'azote 

La détermination des acides nucl é iques par l'intermédiaire 
de l'azote est i mpossible dans le matériel étudié à cause de l a pré
sence des protéines qui apportent de gr andes quantités d'azote . 

Ainsi, si l'on c onsidè re (comme nous le signalerons plus 
loin) que 100 g de bl é contiennent environ 400 mg d'acide s nucléiques, 
cela correspond à 65 mg d'azote nucl éique . Or 5 ce même blé a une te
neur en azote proté ique de 2130 mg p.100 g • • L'azote nucl éique ne re
présente donc que le s 3~~ de l' azote total du grain . En conséquence , 
même en séparant au mieux l es deux forme s d'azote , la moindre inter
férence des protéines se traduirait par un écart considér abl e sur les 
valeurs d'acides nucl éiques. 

Nous avons cependant pra tiqué l es dosage s d ' azote total dans 
les extraits perchloriques à 0° et 90°C 9 ainsi que dans les extraits 
de délipidation 9 pour vérifier si de l' azote proté ique était entrainé 
lors de ces traitements. 

Le tableau 4 donne ce s r ésultat s en mg d 'N pour 100 g de pro
duit ainsi que pour 100 g de blé (en t enant compte de l'impor tance 
relative de chaque fraction) . Il apparai t que , s eule , une très faible 
proportion d 1 azote total ( 4 à 10~~ ) est extraite par l es différents 
agents: 

- nous avons vu plus haut 'lue 1 ,5 à 2/~ étaient élil.linés à la délipida
tion . Cet azote qui n' os t certainement pas tout d'origine phospho-
1 ipidique r ecouvre probabl ement de l'azote ar:1iné, peptidique et 
peut-être prot éique , (Los prot éines du type prolami ne , qui sont so
luble s dans l'éthanol dilué, pourraient ê tre très partiellement en
trainées par l ' é thanol de la dél ipidation) . 

- l' extrait perchlorique à 0° C qui, sans l'opération de déli~idation 
préalabl e 5 devr ait renf,ermer l' azote 11 non prot éique" (acides aminés), 
ne contient ici que de très faibl e s quantités d ' azote . Les valeurs 
données ne sont que des ordres de grandeur car l ' erreur rela tive sur 
ces nombr es es t i mportahte , Cependant, ces quantit és pourraient être 
assimilées à l' azote des acides nucléiques e t des nucl éotides de 
l' extr ait à 0°C . 

l ' extrait à 90 °C r enferme égal ement des quantités d 1 azote qui sont 
du même ordre que celles cal cul ées à partir des acides nucléiques 
présents . Il semblerait donc que ni l ' extrait à froid , ni l ' extrait 
à chaud ne contiennent des quantitéG notables de protéi ne, ce qui 
confirme la propriété d ' agent précipitant de l ' acide perchlorique . 
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Tableau 4 

=======~===========-==-===--=======~=============~==========================:==== 

mg N/100 g Bl é Farine Remoulages blancs Remoulages bis Gros Sons 
s 

N lip~dique 37 26 35 37 33 

N à 0°C 9 3 5 7- 9 

N à 90°c 96 100 231 262 133 

1 

N total 2130 1905 3080 31 60 
1 

2860' 

====================f===============F==================p==============F=========== 

En ramenant en %: 
N lipidiq_ue 

N à 0°C 0,42% 0' 22~~ 

N à 90 ° C 4 , 5% 5 , 25; 1 7 , 55~ 8 , 2~ 4, 6% 

===================b======~====================================================== 
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3 - Dosage du ribose et de l' ARN 

Tous les auteurs qui ont travai llé sur des matériels végétaux 
contenant des pentosanes ont noté l ' échec de cette mé t h ode en vue de la 
détermination de l ' ARlT . En effet ~ par hydrolyse 1 les pentosanes , très 
i mportants dans le grain de blé, libèrent des pentoses ~ l esquels sont 
dosés avec le ribose dans l a r éaction de BI AL. Comtnc il ne ser.1ble pas 
exister de méthodes permettant de distinguer l e ribose de 1 1Aillî des 
autres pentoses , il serilble que t outes les r éactions de dosage de l ' ARN 
fondées sur ce principe s oient vouées à l ' échec . 

Dans ce s condit ions 7 nous n ' avons pas mi s ce procédé en oeuvre 
at t endu que nous aurions obtenu des résultats en ARN anormale1Je:nt élevés . 

4 - ~osage du désoxyribose et de l' ADN 

Nous l' avons pratiqué très couramment$ dans tous les extraits 
cont enant des ac i des nucl é iques Co111me c 1 est une r éaction sensible ·et 
spécifique de 1 1 ADN (car il n ' y a pratiquement pas d ' autre forme de dé
soxyribose dans les tissus analysé3) 7 nous l ' avons utilisée pour détec
t er la présence diacides nucléiques et éventuellement doser l'ADN . Ce 
dosage s ' effectue à l ' aide d ' une droi te d ' ét alonnage tra cée avec un ,ADN 
de thymus purifié. 

Le dosage a échoué seulement dans les extraits contenant l es 
l i pi des car l ' éther semble donner avec le r éactif de BURTON une colora
tion viol ac ée qui vient donc fausser le dosage o 

a ) Résultat~ ob!enu~ 

Le tableau 5 expri me les résultats obtenus pour les détermina
tions d 1 ADN dans le blé et les produit s de mouture en dist inguant l es 
f r actions extraites à 0°C et à 90°c . De plus, l 1ADN total a été rappor
t é aussi au grain entier en tenant compte des proportions relatives de 
chaque produit . 

ffil a ppar a it que les f r actions les plus riches en ADN sont l es 
remoulages 9 qui contiennent les germes . Cependant, rapportéesau gr ain 
entier , ces valeurs montrent que l ' ADN issu des parties centrales du 
grain est quantitativement le plus important . 

Nous notons également que la fraction d 1 ADN extraite à 0°C es t 
vari able selon l es produits: de 45; dans les remoulages bis, elle a t te;i.nt 
18% dans la farine. Nous n ' avons pas expliqué cette différence. 

b) Discussion - - - - --
- D' après BURTON, les mesures au spectrophotomètre doivent se 

faire à 595 ou 600 nm. Le spectre de la coloration bleue du désoxyribose 
avec la diphénylamine présente en effet un maximum pour cette longueur 
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T:§)N~URS EN ADN DE S DIFFEREN '.I·S PRODUITS .AHALYSES =-=-=========================================== 

Tableau 5 

==========================F====== -= === ===============·-= =;============::::===;===========· 
En mg p.100 g :Blé Farine Remoulages blancs Remoulages bis Gros Sons 
de produit 

ADN 0 °C 9,0 

ADN 90°c 89 ,4 

ADN total 98, 4 

% / grain entie 

ADN total IIII , 2 

9 ,o 

40,6 

49,6 271 ' Î 

38,8 4, 3 

17,8 

420,6 

25 , 4 

11 '5 

287-,I 

298 ,7 

======================================================~======================----



DOSAGE DE L~ ADN SELON LA METHODE 

DE Dl5CHE.- ·euRTON 

0,4 

Speçtre de la coloration 

0,3 

0,2 

0,1 

1. Solution d "ADN d• t~ymus . , 
· 2.ExtraU PCA à 0 de son& ·~· bl• 

3. Extrait PCA à 90 .., " ________ _....,.~ ____ _... _____ _.., ___ _ 
500 '600 700 rvn 
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d 1onde , Nous avons vérifié ce fai t avec des solutions d' ADN purif ié 
(figur e 2) , Par contre 9 l a colora t i on obtenue à part ir d ' extraits per
chloriques est parfois un peu di f f ér ente . Nous avons t r acé le s pectre 
dans le cas des sons . Il appar ait que l e maxi mum s e trouve décal é ver s 
615 no pour l e s extra i ts à chaud e t à 670 nm pour le s extra i t s à f r oi d. 
Dans ce derni er cas 9 de s mesur es à 600 nm na s ont donc certainement -pas 
r epr ésentat i ves des teneurs en ADN . 

- La gamme é t al on d ' ADN a é t é fai t e avec une soluti on qui n 1a 
pas subi de t raitement à chaud . Cet é t alonnage convient pour les ex
trait s acides à froid o Pour les extra its à 90°8 9 les écarts ne doi vent 
pas être t r ès iï.1por t ant s car BURTON pense que le t r aitement antérieur 
de 1 1ADN a peu d 1i nfluenc e sur la col or ation . I l f audrait cependant _l e 
vér ifi er dans notre cas. 

- De même 5 l es déter mi nat i ons d 1ADH dans l e s ex t r a i t s à f r oid 
ont ét é effectuée s avec l n même droi t e d 1étalonnage. Or 9 danq~es ex
t r a i ts se trouvent des nucl éotides qui ne r éagissent peut- êtr e pas 
c 01i1rae les ADN :polymérisés 9 d 1où une nouvelle erreur dont i l faudrait 
t enir compt e . Notons ce pendant que l 1étalonnage avec un ADN de thymus 
permet des mesures exa ctes avec l 1ADN" de ol é car il a é t é montré qu~ 
t ous l es Amr r éagi ssent de faç on i dent ique , ! 

5 - Dosage des bases puriques e t pyr imi d i ques 

Nous ne l 1avons pas encore pratiqué . Ce ser a par l a suite un 
exce l lent moyen de conf irmation des résul tats obt enus par dosage du P 
ou par absorpt i on UV à 260 nm . 

6 - Détermi nation par spe c trophotométrie UV 

Nous avons é t udié les spectres UV de toutes les catégories 
d 1extraits. Cependant t ous les spe c tres n ' ont pu êtr e util i sés en vue 
de dé t e r r.üner l es acides nucléiques . 

Les extraits perchloriques à 0°C 9 gén~raleoeut l impides 9 con
t i ennent peu de corps absorbant dans l 1UV à l ' exception des composés 
nucl éi ques présents. Aussi leur sp0ctro UV est- i l t oujours du type nu
cl é i que, avec un maximum d 1 absorption à 260 ou 265 nm . Cor.1me il y a peu 
de corps contami nants 9 la valeur de l ' absorption à 260- 265 nm ou 5 du 
moi ns 9 la d i fférence entre les densités optiques à 260 et 290 m:1 comme 
l e pr éconisent de nombreux auteurs 9 tradui t la teneur en co1~1posés nu
cl é i ques . 

En revanche 5 l es extraits à chaud sont rarement exploitables 
car de nombreux conposés entraînés à cette température absorbent dans 
1 1UV et masquent le spectre caractéristique des acides nucléiques. 
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a) Résultats obtenus - - -- ---- -
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1 
1 

La fiQ~re 3 représente les spec tre s UV des extraits perchlori-
ques à 0° et à 90°C du blé. Comrne on peut le constater ~ on est assez 
él oigné du spectre de l'acide nucléique pur ~ même dans les extraits à 
0°C . Nous avons essayé, sans succes~ de déterminer l 1 absorpt ion due aux 
composés nucléiques en corrigeant le spectre de sa turbidité ~ par ap
plicati on de la relation de .RAYLEIGH, comme cela se pratique pour les 
spectres de protéines . liais la présence d ' une absorption parasite vers 
320 nm nous en a empêché. Pour la même raison, nous avons pensé que la 
meilleure expression de l'absorption nucléique était D0265 - Do

295 
et 

nous avons cru bon d ' utiliser cette formule . 

Le spectre de l' extrait à 90°C n ' a rien de commun avec celui 
d ' un ac ide nucléique . On y trouve des pics à 280 et à 320 nm, tandis 
que le pic des acides nucléiques (présents dans le milieu comme en té
moigne l a réaction de BURTON) est totalement masqué. Dans ces condi
tions, il était impossible de déduire une~eneur en acide nucléique par 
ce procédé , Nous avons donc abandonné les mesures spectrophotométri
ques dans la plupart des œxtraits à chaud (pour le blé et ses produits 
de mouture ) , ce qui nous a contraint d 1 opérer les déterminations par 
l ' intermédiaire du P nucléique (procédé dont on a ci+dessua longuement 
étudié les défauts) . 

Les seuls résultats que nous puissions donner grâce à la spec
trophotométrie sont donc les teneurs en acides nucléiques et nucléoti
des des extraits à 0°C , Ces valeurs ont pu être obtenues par l ' utilisa
tion d ' une droite d'étalonnage tracée à partir d 1un ARN purifié de le
vure . On pourrait nous reprocher de doser les deux types d ' acides nu
cl éiques par une droite d ' é talonnage d 1 ARN 7 mais il se trouve que l ~ADN 
et 1 1 ARN donnent pour le s Liêmes c oncentrations des absorptions très · voi
sines. Il convient cependant de donner les résultats en "équivalents 
d ' ARN 11

• 

La figure 4 re groupe les spectres UV des extraits à 0°C des 
différents produits de r.10uture . Leur exploitation n'est pas toujours 
simple mais on peut arriver à en tirer des valeurs approchées Voici 
les teneurs en acides nucl éiques des extraits perchloriques à 0°C = 

BLE 

mg AN totaux (en ARN) 
p/100 g de produit 89 

FARINE REUOULAGES 
BLANCS 

21 77 

REIIOULAGES 
BIS 

128 

GROS 
SONS 

53 

La figure 5 regroupe les spectres UV des extraits à 90°C . Seul 
celui de l a farine laisse apparaître une vague absorption nucléique. 
La valeur de cette absorption donne une teneur d ' acides nucl éiques par 
excès mais qui est très inférieure au résultat obtenu par dosage du P. 
Ce fait a ét é pour nous l a preuve qu 'une forme de ? non nucléique se 
trouvait dans les extrait s perchloriques à 90°c . 
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Les autres spectres ne nous apportent rien c ar l' absorption nu
cl éique n 1 appar a i t pas. A cause de la turbidité i mportant e des extraits~ 
la dens ité optique à 260 nm a de::; val eurs infinir.1ent supéri0ure3 aux ab
sorptions nucl éi ques vr a i es . 

b) Di~cusE,i_<?.n_ 

La déteroination des acides nucl é iques par absorption UV à 
1 1 aide d ' un étalon 9 telle que nous l' avons pr a tiquée 9 éveille l es cri
tiques suivantes: 

il y a une gr ande appr oximation dans les résultuts , vu l ' allure mé
diocre des spectres . 

- l' ARJT é t a lon ayant été sol ubil i sé à froid ~ on ne peut l 'utiliser que 
pour les déter mi nations dans 103 extrai ts à fro i d ~n effet~ le chauf
fage en milieu forteï.ient acide aurait pour but de dégrader fort ement 
les molécules d 1 ac i des nucl é iques , Dans ces conditi ons? l 1 absorption 

UV serai t différ ent e car? à concent r at i on égal e, un ac i de nucléique dé
gradé abs orbe plus qu 1 un acide nucl é ique i ntact (effet hyperchror.üque) 
Il faudr ait donc t~acer une courbe d 1 6talonnage avec un acide qui · a 
subi un traitement à 90°C pour dé t e r miner l e s acides nucl é iques d~ns 
de t els extra.i t s . · 

la oême critique peut s 1 appliquer aux extra its à 0° C qui cont iennent 
de s nucl éotides . Les valeurs trouvées d 1 apr ès l 1 é t a lonnage en ARN 
s ont donc erronées par excès . 

les spectres de certains extraits à chaud présentent des maxima à 280 
e t à 320 m1, Nous nous sorames interro&és sur l a na.turc des composés 
en question pensant que leur connaissance permettr a i t peut- ê tre de 
nous suggérer le raoyen de l os élir1 iner e t d 1 am6liorer ainsi l a qua
lité du spectre . 

Le const i tuant responsable de l ' absorption à 320 nm n ' a pas 
ét é i dentifié , On remarque cependant qu 'il appar~i t très peu dans les 
farines ; un peu dans le s r emoulages blancs ~ davantage dans les remoula
ges bis et devient prédo1i1inant.· dans l es gros sons . On peut donc perise:r 
qu ' il s 1 agit d 1un corps appartenant à l a périphérie du grain ou 9 du 
moins 9 d ' un corps qui se trouve dans l 1 extrai t , acide des parties péri
phériques du gr a i n (ca r on i gnore si ce conposé pré- existe dans le ma
t ériel ou s 1 il apparait nu cours du traitement acide à chaud) 

De même, le constituant absorbant à 280 nm n ' e:st pas connu . On 
aurait pu croire qu 1 il s 1 agi ssait de protéines , mais l es dosages d 1 azo
t e des extrai t s qui n 1 ont 1.lis en évidence que cl.es traces de proté i nes 
(insuffisant espour une telle absorption) semblent démentir ce fait . 

On peut . seulement remarquer la corrélation qui existe entre 
l 1 existence des~ pics= à 280 et à 320 nm. La figure 5 montre que~ lors
qu ' on considère des produits de plus en plus riches en fractions péri-
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phériques du grain~ l a taille des 2 pics s'accroît parallèlement . 

Nous avons mis en oeuvre plus ieurs moyens pour éliminer de 
l ' extrait les corps créant des absorptions par asites : 

- Nous avons laissé reposer l ' extrait plusieurs jours à 0°C . 
Il se forme alors un dépôt important que l'on peut séparer par centr i 
fugation . L ' extrait est clarifié mais le spectr0 0st qualitativem0nt 
inchang6. Le dépôt au froid 9 qui c ntient du phosphore ~ même après la
vage à l ' eau pourrait âtre dû à la précipitation d'une part ie de l'ami
don que l' acide perchlorique a dios ous à 90°C . 

- :Jn vue de li mi ter 1 1 extraction do cor.1:i.)osés contaminants , nous 
avons pensé à lyophiliser l ' extrait pe rchl orique pour le traiter une 
nouvelle fois par l'acide . Nous espérions ainsi précipiter les composés 
gênants au cours de ce deuxième traitcnent . 1Jalheureusement 9 nous avons 
fait précéder la l yophilisation d'une dialyse au cours de laquelle 
-fait inattendu - l a ma jorité des compos és nucl6iques a é té éliuinée, 
Cela nous a montré que l ' acide perchlorique à 90°C devait dégrader t r ès 
fortement le s acides nucléiques pui sque ceux- ci étaient, à plus de 601o , 
rendus dialysables . 

- Nous avons essayé do pratiquer l a déprotéinisation des ex
traits (méthode de SZVAG) . TJne certaine amélioration de la qual i té du 
spectre a lieu , mais nous devrons r eprendre cette expérience duran t un 
temps plus long pour pouvoir conclure à son sujet . 

C - RESUJJTATS DES DETERIUNATI~ NS D 1 ACIDDS NUCL::JIQU::S~ 

1 - ~éthode adoptée: 

Compte tenu des consta t ati0ns effectuées~ le protocole choi si 
est le suivant ~ 

- extractions perchloriques à 0°C sur l esquel l es on dose les acides nu
cléiques totaux (comprenant l es nucléotides) par absorption UV et 
1 1 ADN par la r éaction spécifique de BURTON . 

- extractions perchJori ques à 90°C sur lesquelle s on dose l e s acides nu
cléiques totaux d ' apr ès l e P- nucléiquc (après correction pour le P
glucidique ~ s ' il y a lieu) et 1 1 ADN selon BURTON . 

- dans los deux cas 9 l ' ARN ne peut ôtr€:l dosé spécifique1.10nt . Il est es
timé par différence entre les aciè.es/mcléi qucs totaux et 1 1 ADN. 

2 - Résultats obtenus 

Le tableau 6 donne les valeurs de 1 1ARN obtenu pur différence, 

pour l e b l é et les produi t s de sa mouture , d istingue l es f rac - ' 
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IJ:1abl eau 6 - TENEURS en ARN DES DH'F:JiillUTS PRODUITS ANALYSES 

=================p=======-========r=~===== -==========r===============-========== 

mg p.100 g Bl é Farine Rcmoulages blancs Remoul ages bis Gros sons de produit s 

AR!IT 0°C 23,8 12,8 62,6 110 '9 41, 5 

ARN 90°c 217,6 1 f:. 1~ 4 623,8 979,4 522,S 

ARN total 241,4 15492 686 , 4 990,3 564,4 

=================F=======-========p==================-===============t=~======== 
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tions extraites à fro i d e t à cha ud, et rapporte l es r ésulta ts a u 
grai n total . 

Le t a b l eau 7 e xprime J_c :s qunnti t és d ' ARN et d ' ADN dans l es 
d ifférents produits, l es pourccntA.e;es correspondant s a i ns i que 
l es rapport s APJ\J/ ADN . 

Enfin, l e t abl eau 8 e xprime· l es même s résulta t s mai s e n 
t e nrint compte d e l 1 importance r c l ?.ti ve de chaqu e frac tion , c' est-à
d i re en p r 0na..YJ.t pour base I OO g . d e b l é . 

Ce t cnsomble de r 6sultato appelle l n s inte rpré t a tions sui-
vantes: 

- Les t a ux d ' a c ides n u clé ique s que nous t::cvons déte rminés 
dans l o b l é ( environ 240 mr~ . d ' ARN 0 t IOO mg . d 'ADN pour 100 g . 
de b l é, v a riét é CAPPELLE ) sont du mêm0 ordr e quo ceux signalés 
dans l es travc..u x antéri e urs . Ainsi , P.YRAPAX ( 1957) t r ouve 270 mg 
d 1 n c i des nucléiquco p. 1 00 g , d ' orge; 1 NGLE 0 t a l. (1965) trouve 
4 20 mg . d ' ADN e t 270 mg . d 1 ARN dans IOOg . do 1111:1.îs . Nos r ésulta t s 
sont c e pendo.nt p l us f a i b l es que c e ux de BOURDET e t HERARD (1959) 
( 360 mg d 'ARl\! e t 17 0 me- d ' ADU , pour un blé CAPPEL LE) • 

- Les valeurs trouvées pour l n fari n e d e b l é sont trè s voi 
s i nes d e c e lles obtenues par BOURDE T e·t FE I LLE T ( 1 9 67) : ISO à è20 
mg d ' a cides nucl 0iqueG p our IOOg. , par f>'iATSUS:UTA ( 1 958 ): 1 1 8 mg 
d 1 ARN , p a r JE1".ITINGS Gt HOR'rON ( I96 2 ): 150 og d ' Afil\J e t 50 mg . d 1 ADN , 

- Les r a pports ARN/ ADJ'! ::;ont toujours s upér:j. e urs à 1 dans 
l es diff é r ents produits de 111outure du blé CAPPELLE . Le r [":p p ort est 
c ependant p l us f a ible do.n::-; l e s r égi ons p é r i phérique s (I , 88 ) que 
dans l o s r é g i ons cen-t r n l es ( 3, I7), ~nai s l es produi t s d e mouture n e 
donnent pas une i 11mgc assez fid è l e des r égi ons hü:;tol ogiques du 
g r a i n p our t irer d e c e s indic~tions des con c l u s ions p r é cises. 

- Il est c 0penclant é vident que l es r m.1oul n.ges, qui conti e n
n ent l es germes , sont do l oin l os plus riches en ac i des n uc l é ique s . 
Les sons e n sont moins r iches e t l a f arine on est beaucoup p lus 
p auvr e . Ma i s à cnuse de l ' ir11portc.nce quo.n-f:i t nt i v c:; d e l ' runande du 
g r u in, l a. fnri n0 apporte cep Pndn.nt 44 % d 0 s o.cides nuc l 6 i q u es t o 
t a ux, a lors que l 0s r c moul a.ees bln.ncs c -t b i s, dor t l e t a u x est f <J,i
ble d ons l e g r a i n , n ' en a p p ort ent r 0Gpective ment que 4 % e t 24 %. 
La. qu esti on d e sav o i r s i l es ac i des n u clé iques do la. f n rine pré-
0xi s t E:mt d ans l ' 8J!1and o f ari neu se d u blé ou bio ri s ' ils do i ven t l eur 
présence à des parti cul es de germes mal sép :i.r ées à l a mouture a é t é 
posée quE::lquo f o i s ( FE I LLET I965 ). 1'.os r émll t atFJ t e Ddent à con firner 
l ' exist e n ce d ' a cides n u cléiques df.:lns l es r égi ons c en t rales du g r a in . 
Dans l ~) cas contrai r e , il fn.ud r a i t adnet t r e que l a !"laj eure parti e 
d u ge rme se trouve incorporée à l~ f a rine, c o qui est p e u vr~i
semblo.ble . Ma i s nous n 0 pourrons donnor d e conclus i o n d é f i n itive 
qu ' après an8.lyse des r égi ons du g r a i n obt e nues p a r d i s section . 



45 

Tableau 7 - QUANTITES ESTiliEES D1 ARN et d 1 ADN DAfJS L~ BL] 
ET L~S PRODUITS DE llOUTUR~ 

================9=======~=======~==================~===~============T============ 

mg/ 100 g Bl é Farine Rernoulagcs bl ncs Remoulages bis Gros sons 

ARN 241 '4 154' 2 686' 4 990? 3 

ADN 271'1 438 , 4 298 , 7 

A N totaux 339,8 957 ,5 1328 ' 7 863, 1 

================"=======k==========================1================j·============ 

En Y, /Ml totawtj 1 I 
ARN 71 76 72 i 

ADN 29 24 28 1 

3,17J 2,57 J 
================================-================== ================%============ 

ARN/ADN 2,44 3,00 

79 

25 

65 

35 

I, 88 
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Tableau 8 - I!1PORT11.NCE RELATIVT:: DE 1 1ARU ET D:C L' ADN 
DANS L:GS DIFF:CRl!;NTS PRODUITS D::TI J.IOUTUR:t:: , 
RAPPORT~:S AU GRAI N DE BLE 
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-------------------------------------------------------------------------------------~-------------------- ------------------------ -------------------------------
mg/ 100 g Farine Remoulages bl ancs Remoulages bi s 

ARN 1 21 ,o 11 9 0 

ADN 25,4 

A N t otaux 159,8 15,3 83,0 

. 
Gros, Sons· 

\ 

80 , 6 

42 , 7 

123 , 3 

= == = ============ = == ======F= = = ======F============ =====F===== ============= = === = = === 

.c;· pnr rapport c,U~C 

acidGs nucl 6iques 
totaux du b l é . 

ARN 35 , 6 3,2 17 ,o 23,, 7 

ADN 8, 7 1 9 2 7,5 I2 , 6 

A N totaux 44,3 4,4 24,3 36,3 

=====================================================~===--=-================-=--
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3 - Conclusi ons sur l e s d é t e r mi nat i ons d ' a c i des nuc l é i oue s 

Mal g r é l e c h oix d o mé thodes d i sponi b l es , i l nou s a é t é très 
difÎicile d 1 en t r ouve r une r-;u s c c p t i b l e 11 ' ê t ;r e a p p liqu ée à notre 
ma t é r i e l v égét a l . Nou s a vons dû u se r d ' ~rtifi ces anal y t i ques e t 
encor e n e p ouvons -nous fouJ::nir d o s r é s u l t <.:,t s que par l' i n t e rmé 
dia ire d ' e sti mations. 

Si l e dosa g e d e s o.c i :l c s nucl é i que s eot r e l e.tiv e men t a i s é 
d ;:m.s des produi ts qu~ùque peu puri:fi és , un !'!la t érie l aussi compl e xe 
qu e l o g r a i n d8 b l é mûr se p r ê t e t r ès ma l à d e t e l l e s d é t e rmina
t i on s . En e ffe t , pa:rr.'li l e s t r ès n ombre ux c ompo sés b i ochi r.liques . 
qu 'il c ontie n t , i l e n e s t t ou j ours u n c e rta i n n ombr e qui vi en t 
g ê n e r tout8 s l o s op é r a tions e f f e ctuées. AinGi , l' emploi d e s p r o 
c éd é s c l assi que s eot s ouv en t i mp o s s i b l e c oi t à c 2,u s e d 0 l' a mi don, 
s oit à cause d e s p r o t é i n e s, s oit à c a u :c:o du P - phy t i que , e t c . .. 

Cel a e.xpliquc l e s 3.i ff8 r en c e s con s t a t é es entr e l es r é s u l t a t s 
o bten u s p n r d i v e r s che rcheurs. Ce l a e x p liqu 8 que d e s p r o c é d és dif
f é r en t s n e d onn ent p as l e s ~êmss résult a t s . Ce l a s ouligne enfin 
l a d iff i cul t é de l' é tude d (;' ·t e l l e s mac r omolé cul es dans un rt1ili e u 
t e l qu e l e g r a i n d e b l é. 

Les g r n i nes d e c é r &o l e s e n g énéra l, conrut i t u e n t donc des 
t i ssu s t rè s particuli e r s à l a fo i s par l eur é t a t d e s i c c i t é o t 
l eur f o r t 0 t eneur en s ubs T. o.nc Gs d e r é serve d iffic i l e s à solu
b ili ser, autant d 0 f n i t s qui li~it8nt c on s i dér a b l emen t l es p ossi 
b ilit é s de l e u r é tude . 
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A) BUT DE CETTE OPERATION : 
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.\ 

Da n s l a ma tiè r e v ivante , l e s a c i d e s nuc l é iques n e c onstituent 
pas d e s uni t é s i s olées mais son t norma lement uni s à certaine s c a t é 
gories d e prot é ine s pour con s ti t u er des nuc léoprot é ines . 

L e s prot é ine s a sso c i ées aux ac ides nuc l é iques s ont souvent d ' u n 
t y p e p a r t i culier t e lles l e s pro t amines et l e s his tones qui ont un 
carac t è re b a sique n e tt e ment ma rqué . Mais certaine s d' entre el~ es, 
beaucoup moins connue s, no t amment c e ll e s qui pourraient ê tre a sso
ciées à c e r t ains ARN, n e sembl ent pas appartenir à un type bién 
d é fini. 

Dans l'ensemble , il e st donc a c t u e lleme n t encore difficile d e 
caractéris e r une nucl é oproté ine au sein d'un milieu complexe, 
unique ment à 1 1 aide de s a p a r t i e holoprotéique . C 1 e st pourquoi nous 
avons commen cé l'étude d e s nuc lé op ro téine s du blé e n nous int~res
sant à l eur groupement prosth ét ique . L'identific ation e t l a dét e rmi
nation quantitative des a cide s nuc l é ique s nous r ens e ignent, e~ effet, 
immédia t ement s ur l a pré sence ou l' ab senc e d e nuc léoproté ine s dans 
un t i ssu brut ou d a n s d es f rac tions prot é ique s isolé es -. 

1 

L' extrac tion et l e d osage des ac i de s nucléiques~ opér a tions 
auxq u e lles jusqu 1 à ce jour, nous a v on s c onsac r é l a maj eure partie 
d e notre t e mps, n e con s ti t u en t donc qu'une s imple a pproche au travail 
envi s a g é . Le but que nous pours uiv uns ost , en e1'f et, d 1 é t abli:r· un 
inventa ire d es c ompo sés nuc l é ique s d u grai n d e b l é , c ' est- à - d ire d e 
donne r l e d étail de sa c ons t i t uti on nuc l é oprot é iqi;re. . 

Pratiqu ement , cel a d evr a i t r evenir à me n er une é tude fine d es 
fr ac tions c onten~nt l es nuc léoprotéin es du g r a in a fin d e caracté r i s e r 
celles- ci et de l es séparer des a u t r es p r otéines n 1 a ppart enant • pas 
à de s unit é s nuc léoproté i q u es . Ce t rava il devra v rais emblablement 
fair e appel à des techniqu e s de chroma to graphie , d 1 é l e ctrophorè s e et 
même d 1 immuno- é l ect r oph orè s e·. Mais avan t de soumett r e l es nuc l éo
p r ot é ines à ces techniqu e s , i l nou s fau t l es extra ire de l eur milieu 
d'origine et même 'amorcer l eur purificat ion. C1 e s t p ourquoi! · avant 
d e c ommen cer ce t r a v a il d e f r act i onnemen t d e s proté ines nuclé 1que s, 
nous n ou s s ommes p osé s l e p r ob lème de l eu r ext r act ion à 1 1 aid~ d e 
s olva n ts r espec t ant l eu r intégri t é mol é culaire .• 

B ) MATERIEL D' ETUDE ET METH ODES EXPERI MENTALES : 

l) Matéri e l d 1 étu d e 

Nous avons travaill é sur l e même CAPPELLE a ins i qu e s u r l es 
produ its d e mouture ( farin e , r emoulage s b l ancs e t bis-, gros s ons ) 
d éc ri ts d ans l e chapitre II . Parallè l ement"f nous avons c ommen çé 
l' étu de d 'une fraction de germes d e blés qu'un d i agramme d e mouture 
p l us c ompl exe des Grands Moulins d e Pa r i s permet de s é p a r er ·• 

La s eul e préparation s ubie par t ous c es produits est u n broyage 
selon l e s conditions décrit e s précéde mment- Nous n ' avon s encore 
j amais pratiqu é d ' extraction sur du matériel délipidé-. 

. ... 
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2) Méthodes expérimentales : 

a) !rE~~-~~-~~!~~~~~-~~~~!E~~!~~~ 
L'extraction pos e de s problèmes difficiles car, contrairement 

aux protéines que l'on r encontre chez de nombreux êtr eSvivants1 celles 
des graines se présentent dans un é tat nat if très peu hydraté a Ort 
toute étude requiert d'abord leur mis e en solutioh dans des co~~i
tions convenables, c'est-à-dire d i ssolution complète et obtentipn de 
solutions limpides et stables a u moyen de solvants r espectant, si 
pos s ible, l'intégrité moléculaire . 

Comme le souligne MOSSE (1968), l es méthodes d' extraction offrent 
plusieurs alternatives : elles peuvent être p a rti elles ou exhaustives-, 
discontinues ou continue s, g loba l es ou sé l ectives . Nous avons p~rson
nellement expérimenté une méthode du type partie l 1 discontinu e t 
g lobal et une autre du type exhaustif, d iscontinu et sélectif et cela 
pour des raisons que nous exposerons. 

b) ~~!~~~~~-~~~E~!~~-~~~-!~~-!E~~~~~-~~!~~~~~E~ 
Notre but étant d' étudier l'ensemble des nuclé oproté ines dµ 

grain , il était logique d e faire appel à des méthodes exha ustives. 
Nous avon s donc rec~erché d a n s la littérature des exemples de tels 
procédés d'extraction d es nuc l é oprot é ines. · 

L' é tude bibliographique que nous avons effectuée a mis e n évi
dence une multitude d e méthodes relat ives aux tissus animaux , mais 
un e cert a ine pauvreté e n ce qui c oncerne l es techniques d es nucléo-
protéines végétales . d' é tude 

La littérature fournit e n particulier d e nombreu x exemples de 
méthodes d 1 extraction des nuc l é 9protéines animales telles celles du 
t hymus d e veau , du foie, du pan créas , du cerveau, d es embryons d e 
poulet , des l evures , des b a cté ries, d e s virus, etc . . . • Très générale
men t , les auteurs fon t a ppe l à des s olutions saline s . Ainsi, daµs la 
majorité des cas , il est possibl e d' e x tra ire l es ribonucl é oprotéines 
(RNP) à l'aide de solutions d e NaCl 0 , 14 M tandi s que l es désoxyribo
nuc l é oprotéine s (DNP) son t solubles so i t dans l' eau pure, soit dans 
des solutions NaCl conc entré es (1 M environ). 

Pa r con tre , l es rares travaux relatifs a u x ti s sus végétaux fon t 
appel à des principes très divers et utilisent des sol vants d e µatures 
variées, ce qui dénot e assez bi en l es difficult és rencontrées par 
rapport aux travaux con cernant l e sec t e u r a nima l. Ainsi, OLIVER~ e t 
al . (1965) extrai ent des nucl é ohistone s d e plante d e pois à l' a ide d e 
NaCl O, OI, M, TRIS 0,001 M t a ndis que IOFFE (1968) extrait des 
his t ones de mauve e t d e lég umineu se par l'eau pure . Mc MULLEN (19 59) 
u tilise NaCl 0,5 M à 5°C ou NaCl 2M à 95°c p our extra ire une RNP de 
latex d ' hévéa . KOSHIYAHA (1965 ) obtient une RP d e so j a par préc ipi
tations acides à partir d e solutions aqueus es et a lcooliques. 

En ce qui conce rne l e s tiss us végétaux d e réserve, les trav aux , 
enc ore plus rare s , n e font état que de mé t ho d e s partiell e s d' extrac
tion. Les auteurs renonc ent à obtenir la totali t é d e s nuc l éopro téine s 
et se consacrent géné ral ement à l'isolement e t à la purification d'une 
fraction dans l a quelle d e s nuclé oprotéines ont été ident ifiées . 



50 

Ce p endant, la plupart d e s trava ux r e l a tifs aux céréal e s, s'inté
ress ent aux embryons , riches en protéines soluble s et e n acides 
nucléiques . Ainsi, IWAI (1964) isole une nuclé oh.is tone à partir ". 
d ' embryon d e riz par e x t ractions NaCl différenti ell e s (0,14 M et 
1 à 1,5 M) . De même , ELLIAS prépare une DNP d 1 embryon d e s e igle à 
l'aide d e NaCl 0,14 M e t 2M ma is LALAl'ID (1950) s ouligne l a difficulté 
de séparer les deux type s de nuc l éoprot é ine s à caus e de l a s olubilité 
partielle des DNP d ' embryon d e seigle dans NaCl 0,14 M. · 

Quelque s trava ux de ce type sign a l en t l'isol ement d e DNP ou de 
RNP à partir de g e rm e de blé (LlfSENA 1951, LIPSHITZ et CHARGAFF 1956), 
mais en c e qui concerne les gra ines enti~res ou les a l bumen s d e .grài
nes amyl a cées, on n e possè de que d e s résult a t s t rès fra gmentaires .. 

Ainsi, AYRAPAA (19 57) e t MIHAILOVIC e t a l . (1963, 1964) ont 
remarqué qu'un e certaine proportion d e s nuc léoprotéines du gra in de 
blé pouva it être extrait e par des solution s a line s . MATSUSHITA 
(1958) const a te, après extrac tion d e la farine d e blé par diffé+eu ts 
so l vants , qu e les acide s nucl é i ques s e retrouvent soit dans les. frac 
tions extra ites par NaCl 0,9 % ou mieux Na Cl 5 %, soit dans l e s rési
dus d' extraction à l 1 alcool 70 % (glutélines) . 

KONDO e t MORITA (1954) p ens ent que l a g luténine d e blé non gluti
ne~~ serait une nucléoprot é ine contra irement à l a gluténine de blé 
glutineux. . 

De même, BOURDET e t FEILLET (1967) cons t a t ent qu ' a près :fra ction
n ement d e s protéines d e l a f a rine de blé s e lon u n e méthode du type 
OSBORNE amélioré e , l e s acides nucl é ique s se r e trouvent en ma jeure 
partie dans l a fraction globuline (malgré la f a ibl e importanc e pondé
ral e d e cell e-ci) et en proport ion non négligeabl e dans l a fr a ction 
gluténine . Le s acide s nuc l é iques r e pré s en t ant en moyenne prè s de 10 % 
du poids s ec d es g lobulines et c ompt e t enu d e l a richess e e n a cides 
a minés b a sique s d e ces prot é ines, BOURDET e t FEILLET ont sug g é ré 
qu'ell e s pourraient s' a ppa r e n ter à des h i s t one s végé tales. 

c) ~~~~~~~~~-~~~~~-~~!~~~~-~~~~~~~~~~~!~ 
Après exrun en d e ces t r a v aux a n térieu rs , en p a rticulie r c eux 

d 1 AYRAPAA (1957) e t d 1 IWAI (1964), n ous avons p r a tiqué d ' a b ord des 
extraction s du type g loba l c ' est - à -dire t entant d'obtenir l e maximum 
de nucléoprotéine s a v e c l e minimum d e so lvants , s a n s chercher à l e s 
fractionne r ma i s en v u e de l es sou mettre à l a chromatog r a phie ou à 
l' é l e ctrophorè s e . Nous avons constat é r api dement q u e ces procédé s 
d' extractions à 1 1 a ide d e s olutions s a lines n·e pouvai ent p erme ttre 
de mises en s olut i on exha u s tives . En eff et , avec l e mat é ri e l végétal 
é tudié , dans l es condit i ons u t ilisées jusqu' à ce jour, 7 0 % a u moins 
d es ac ides nuc l éiqu es d e meura i e n t dan s l e r és i du d' e x t r act i on . 

I gnorant l es mécanismes qu i dé t ermi n en t les propriétés d e solu
bilit é d es nuc l é oproté ines du blé , n ou s avon s a l or s p rovisoire ment 
abandonné ce t ype d' extract i on. En v u e de définir des c onditions plus 
propices , n ou s a v on s d écidé de prat iquer s ur l e blé et ses produit s 
d e mouture , l a méth ode d e f ract i onne men t dérini e par BOURDET et 
FEILLET selon l e prin c i pe d !OSBORNE . Ce procéd é est e n eff et exha u st if 
puis qu' il about i t à une solubilisat i on totale des proté ines ; i l est 
a u ss i sé l ectif pui squ'il permet , par l ' empl oi j u d i c i eux de p lusieurs 
solvants , de séparer 4 catég ori es de proté i nes ( albumines , globuli
n es , gliadin es, g l utén ines ) ; Un dosage des acides nuc l éiques dan s 
c h acune de ces fract ions nou s permet donc de connaî tre gross i è r ement 
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l es proprié t és do s olubilitG des n u c l éoprotéi nes du g r a i n de bl é 
ainsi que des moyens utili sables dans l' avenir, en vue de l eur 
extr action. 

- ~~j;~çi.ç:t~?:t;i;;. 9-\l . "t;y~~ . l{!-?~~~ : Nou s avons mis en :--u spensi on 
du blé broy~; ' dans différunts s ol vants ( eo.u d i s tillée , No.Cl IM, 2M, 
O,I4M) à o° C. Apr ès agita tion me..nuelle ou ma gnéti que 'durant 30. mn 
nous avons c entrifugé ln s u spension (Centri fugeur JOU.AN G 60 ; QO C; 
I5 mn à 3600 g) e t r c· cueilli l' extrait p a r d é cantation. Pour t <;=:s t e r 
l' a ffic o.cité d e l' e xtra ction, nou s avons a l ors dosé l es a c i des nu
clé iques dans l' e xtrait t otal. 
Dans certains cns, nou s avons op é r é d e s e xtractions s ucce s s ives , 
génér a l ement par des s olvant s de f or ce ionique croissante e n vue 
d ' appré cie r l 0s possibilit és maximé!les ù ' extraction des nucléopro
t é ine s par l es sol ut i ons sclines . 
Nous avons a ins i e:::ipl oyé J.es sér i es de sol vents s ui vantes : 
Eau distillée - NaCl O, I 4M - NaCl I M. 
NaCl IM - No.Cl 2M. - No.Cl 3M . 
Na.Cl 2M - No.Cl 3M - s ulfite d o sod i um 2M. 
NaCl O,I4M - No.Cl IM - sulfite de s odium 0,5 M. 

Les e xtrait s obt enu s ont é t é d i a l y sés p our éliMi n er en p articulie r 
l es s e l s contenu s dans l es sol vant s d ' extraction , à l ' a ide de sacs 
à dia lyse NOJ AX d e dionètre 30 in:n . L 1 opération- a lieu 3 jours contre 
l ' eau courcnto , pui s 2 jours contre l ' eau di s tillé e . Le cont enu du 
s ac à d i aly se est a lors l yophilisé enti è r ement (sans sép arati on du 
préci p ité comme c ol a se prati qu e l ors du f'ra ctionneMent g l obulines / 
albumine s ). . 

- Extra ction du type s6l 0ctif : I l s ' agi t de l a méthode du 
t ype OSBORNÊ. sêi on ' i è . protôëoié. ci6:fi n i p u r BOURDET e t FE ILLET ( I965). 
On e;x tro.i t l es proté i nes "s ol ubl es "à l ' n i d e d ' une s olution NaCl 0,5M 
amenée à p H 6, 8 p a r du phos~hcte di s odiquc. 
Uno di cJ.yso ( qui élimin(;' a u soi l ' azot e: non prot6i quo ) amène l a p ré
cipi te.ti on des ~lobulinos. Celles- ci s ont don c r e cueillie s dans l e 
culot de centrifugation t anŒi s que l es a lbumi nes d e meurent, par dé
fin ition , dans l e s urnageant . 
Le r 6cidu d ' ux tracti on des p r o t é i n e s "solubles " e st r E',mi s en s u spen
s i on dans l' 6t hanol à 60 % e t ngité en p résc~ce d e billes de verre 
( agitatGur à sccou e;ses Griffir~ <'t Geor ge ). L ' e xtrait obt enu con
tient l o. fraction glio.di na . Les pro·c é ines demeurnnt dans l e r ésidu , 
qui correspondent aux glu téni nes , peuvent ê t re s olub i l i s6cs qu[1.rlti
t c tivemen t par l a nonochl orhy drine du glycol (GMC) . 
Cho.que ext r a it protéique est dialysé pui s l yophili sé . 

e ) Anal y se des produi ts lyophilisés obt enus ----------------------------------------
- Humi dit é : Lo. teneur en Gau est d~t erminée par perte d e 

poi ds après
0

Ün °s&jour de I h 30 à l ' é tuve à 1300 c. C8tt0 méthode, 
non prévu e pour des préparations lyo~hilisées, scMbl e un peu bru~ale 
e t donne vraisemblablemont dos t eneurs en onu par e xcès , à cnuse d u 
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départ de composés volatils, à cett e tempéra ture. Bi en que l'influen ce 
s ur l es résultats soit faibl e , il faudra i t procéder à un é talonnage 
du temps de séjour dan s l' étuve en fonction d'une méthode de rê.férence 
(à 55°C , s ous v ide ) . · 

- 1'~1:1~1:1-:r~ .• ~1:1 . ~~C?t ~ . t C?t~+ . ~ t. ~:i;i . pl;iç>~J?J.:l.9r ~ . t 9tq.+ : Le s dosages 
sont effectu és comme nous l' a von s exposé a u chapitre III, pour ·1es 
produit s bruts. Lorsqu ' on n e di s pose que de f a i bles quantités d e 
produit s , on dos e l' a zote après l'humidité, s u r l a même prépa ration . 

- ~99~g~ . ~~~.~ç t~~9 . ~VÇ. f ~}qv~~ : n ous l e pratiquons s e lon l e 
procédé d éc rit au chapitre III c ,·e st -à- dire 

• Extraction s p e rchloriques 0 , ·25 N à 0°C 
• Extractions perchloriques 0,5 N à 70°C 

L' examen du s p e ctre UV p e rme t d e d étermine r l es acides nucléique s 
totaux d a ns l e s deux ext r aits . L e d os a ge du phocphore de l ' ext r ait 
à chaud perme t d e confirmer l a v a l eur obt enue par spectrophotomét ri e , 
car c e t extrait n e con ti en t , en prin cipe 1 que du P nucléique . 

L 1 ADN peut être dosé spéc ifique ment selon l a réaction de BURTON 
(19 56) , c e qui n' est p as l e cas d e l 1.ARN, t oujours à c a u s e d e L;:i. 
présenc e d e pentosanes d a n s l e s extrait s . 

Tout e s c e s a n a lys e s on t été e ff e ctuée s à part i r d e quant i t és 
de matéri el lyophili s é d e l'ordre d e 5 0 à 250 mg . 

C ) RESUI1TATS QB'['f<J .çiUS. 

l) Extr a ctions du typ e g lobal : 

Pa r dosagG d eG acidoo nucl é i quo s dans l Gs produi ts obtenus 
par l yophilisati on dos extrai ts d i a l ysés, nous comîai ssons l es 
taux d 1 ARl''. et d 1 ADN da.!'4.G c e s d i fférGnts produi ts. D ' a.ut r e p a rt, 
par pesée de c h aque échantillon l yoph i l isé , on pout sav oir à qu e l l e 
propor t i on d o prodl~i t i n i t i a l il corre spond, ce qui perme t d 1 é t a b lir 
l e s rés u lta t s C'Xl mg . d ' o.cidos nucl é i ques ext r a its pour IOO g . · d e b l é . 
Connai s sant l n t e neur du b l é on nc i d es ~ucléiques, on a a l ors une 
i dée d e s possi bilités d ' extr ac t i on g l obal e du sol vant consi dér é . 

Voi c i , sel on l es conditi ons d é cri t e s, l es quanti tés d ' ac i des 
nucl éiques extraitec à p a rtir d e 100 g , d e b l é ( subst anc e sèche ) . 

Solv['..nt mg . p . IOO g . b l é . % dos A.N . totaux 

ARN ADN Aill-J ADN 

Eau dist . PH 5 , I ro , 7 3 , 3 .. 3,7 % 3,3 ~ . 
I 

NnCl 0 ,14 M + ci - .. 
tro.t e o,or M. pH 6,6 31 , 2 16,0 .. 10,7 I 6 ,0 

No.Cl I M. pH 5,8 30, 6 41,7 ro ,5 41,7 

NaCl 2 M. pH 5,7 30,0 43,0 10,3 43,0 
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Se tabl Gau semble mont r e r des d iff é r en c es con s idérabl es ent re 
l os propri é tés d 0 solubilité d es nuc l éopr oté ines ani mal e s e t c e l l es 
du g r a i n de b l é . Al on:; quë l o s Rl.~P sont hab i tu.e l l emont solubles · 
v e r s d e s conc ent r ations voisines de 0,14 M No.Cl e t peu sol ubles 
pour des forces i oni que s très faibl es ou trè s él ev ées , on cons tate 
i c i o.ppar cmncnt un comportcr·ïCnt semb l abl e pour 0,14 M, 1 M et 2 M. 
De m~me , l es D~f.P n e présentent p as d e mi nimum d e solubilité pour 
une fo rc e ionique d e:: O, 1 4 M mai n sembl ent a voi r une c·xtra ctibili té 
qui croi t av ec l a concen t ration salin e . 

On n o pourrait donc pas , da..~G l e b l é , sép a r e r sel on l e s 
candi t i a n s Gxpéri mento.l es choi s i os , l 0? s D:NP d ·-: S R.l\JP par extrac tions 
sali n es d i fférentielles 0 ,14 M e t IM , comme c e l a. se pratique de:ns 
de nombre ux tissus . D ' autre part, si on a rri v e à s ol ubil i ser 40 % 
de l' ADN du g r a i n, i l n ' a pas été possibl e d ' extraire plus de IO % 
d e l' ARN ( en moyenn e , 20 % des a cide s nucl é i ques tot auA) . 

Les o.gEm ts d 1 e xtracti on utilisés i c i sont c eux que la li tté
rat ure d é cri t l e p l u s fréquemment . I l faut const ate r quo dans d0s 
ti ssus de r éserve comme l e grai n d0 blé, l eur a ppl ication est un 
échec . Cependant, des candi tians d 1 e xtraction mei l l eure s do i vent. 
pouvoi r être mi ses au poi nt car nou s verrons bientôt que l 'isol e -
mr.~t do l a fraction gl obulin e du bl é s uffi t à e xtrai re onvi rort de 30 à 
55 % des a cides nucl é iques t otaux du b l é . Il app a r a itrait don q 
qu' une e x t ract i on p ar NaCl 0, 5 M à pH 6,8 se r a it b eau coup p l u s 
effi cac0 que toutes c e lles décrites ci-d essu c . 

b) Extro.ctiono s uccessi v es par des solvants de Îor c e i oni que 
croi ssante-:----------- --------- ---- ---- - -- ------ ·------ - -------- ---

Pour connait re l a p r oportion maximum d ' acides nucléiques 
totaux qu ' i l Pst po G~iblo d ' extraire pQr des soluti ons sal ines , nous 
avonG p 0nsé à pro.tiqu0 r plu s i r1urs extractions successi v e s par d e·s 
solutiono do force ionique croiosante. Pr>..r a illeur s , nous avons 
empl oyé d os solutions r éàuctricos ( sulfite de sodium 0, 5 M et 2 M) 
dans l 1 hypothèse où l a rupture de cert a i nes J_io.ioons o.ur a i t penni s 
l ' e xtra ction d ' une nouvelle catégorie de nucl éoprotéi nes. · 

L ' expéri ence n été Gffectu~avec 4 séri es de oolvonts, comme 
nou s l ' o.vans annoncé préc édemment . Voici l os résult ats on c c qui 
conce rne l es a c i d es nuclé iques dosés dans l ' •:)xtrni t lyophilisé 
obt e nu à l ' a i de d e cho.cun des sol vant s . 

Eau No.Cl O,I4 M No.Cl I M TC TAL % A. N . 

ADN 3, 3 2 3, 8 I6, 7 43,8 43,8 % 
i 

.ARN 10,7 I 8 , 1 31 , 9 60,7 20,9 % 

.A.N • totaux 14,0 41,9 48 , 6 104, 5 26~8 % 

ttx . 
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- Sér ie : NaCl O,I4 M - NaCl I M - s u l f ite do Na 0 ,5 M. 

O, I 4 M 

ADN (mtJ/IOOg :· I 6 , 0 

ARN d~ "blê} 3I,2 

A. N. TTX " 47 ,2 

I M s ulfite 

3,I 

8, I 

II,2 

- Série : NaCl I M - No.Cl 2 M - No.Cl 3 M. 

.ADI\J(mg/IOO g 
do l:ù é ) 

. . Il 

A. N. t tx " 

I M 

4I,7 

30,6 

72, 3 

2 M 

I 2,9 

I 6,3 

29 ,2 

3 M 

5,6 

8 ,9 

Total 

32,4 

76, 0 

I08,4 

Tott:.l 

57 '9 

52,5 

II0,4 

- Série: NaCl 2 M - NaCl 3 M - sulfite de Na 2 M. 
' ......... ... .......... . .. ...... ....... .. ..... . 

2 M 3 M sul fi t e Tot a l 

ADN (mg/IOO g 
do b l é) 43,0 9 , 2 I,8 54,9 

ARN Il 27, 0 I7,7 3, 7 48,4 

A.N. ttx Il 70 , 0 26 ,9 5,5 102,4 

% A. N . t t x . 

32,4 % 
26 ,2 % 
27,8 % 

% A. N . ttx . 

% 

57, 9 % 
I 8 ,I % 
28, 3 ·% 

A. N . ttx. 

54, 0 % 

I 6, 7 % 
26 , 3 % 

Dans l es conditions expérimental es u tilisées , nous n ' avoris 
donc pos pu sol ubiliser, sou s forme de nucl éoproté ines , plus de . 
30 % dos a cides nucl éiques toto.ux du b l é. Co sont l~s sol utions 
r-:nlines 0, I4 Mt IM :~ t 2M qui sc,~t r o l a t i voment les p lus e fficaces . 
L 0 G solutions 3M o t Gul f i t e n ' ont que de faibl es rennoments l ors 
qu 1 on l o s emploi e en dernie r l i eu. Nou s i gnor ol'1S l e r ésul t o.t qu 1 e l
l es aurai ent apport é s i on l Gs a v a i t utili sées en p r emi e r lieu . 
:Nou 1:; avons égal ement commi s 1 1 erreur do n e pas cxpér i mci'"'..t e r d 1 autres 
agent3 d ' extraction que C G UX ci tés couro.mmont d ans l o. littéra t ure . 
Dons l e travail qu e nous a llons poursuivre , nous nou s p r oposon s 
d o f a ire varier l a concent r ation de f o.çon plus s ystéma tique , on 
particulie r entre O, 1 4 M e t IM Na.Cl , du f o.i t que l ' ex-tr'.:l.ction de l a 
fraction gl obuline à l ' aide de NaCl 0 , 5 M con duit à un e xcel l ent 
rés u l tat . 

Il est égale~ent curieux de cons tater que l a propor tion 
d ' ADN extra i t eet touj ours très s upérieure à c e lla d ' A.RN . Co phé
nomène sembl e d ' a i l l eurs assez complexe car l e résul tA.t d ' une ex
tra ction dépend des traitements antéri eurs . Ai nsi, une e xtracti on 
par NaCl O, I4 M en premie r lie u e:'1traine environ 2/ 3 d ' ARN pour 
I/3 d ' ADN . La même opération, au s s itôt après extraction a queuse 
entra ino c e tte fois davont o.go d ' ADN que d ' AR.l\f. 
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Cetto étude, que noue avons s i mpl ement abor dée ici, demande

r a i t donc à êt r e ap0rofon~ie a fin de connaitre l es nombreux phé
nomènes i mpliqués dans l a mi se on s olution des nucl éoprot é ines. 
Certa i ns constituarits jousnt en effet un rôle important dans la · 
solubilisation des protéi nes . Ai nsi, MOSSE et BAUDET (I962, I963 , 
I964), MOUREAUX (1965 ), ont mi s e n évi dence des composés dialysa
b l es (phosphata s mi nér aux et phytates ) agi ssant sur l ' extractibi-
lité de c ertaines catégories de protéines. · 

Dans l ' hypothèse où d e tels phénomènes se p roduirai8nt avec 
l es nucléoprotéines, on pourrait e xpliquer qu ' apr ès une premi è r é 
e xtra ction ( ayant pu solubili ser de petitESmol é c u l es agi ssant sur 
l es propri é tés des prot é ines), la solubili sation soit alors fnci
litée (ou gênée ) au cours des trai tements suivants. 

En concl usi on, il s emb l erait que con trairerr.ent aux nucléo
protéi nes animales l esque l les sont extraites sel on des condi tions 
quasi unive rselles , l es nucl éoprotéines du grain de b l é n e sont :· 
pas mi ses en solution de façon s i mpl e . Leur np~artenance à un t i ssu 
de rése rve très compl exe en e st probabl e Qent l'une des causes . 

2) Extracti ons du type sél e ctif - e xhaustif 

Après obtenti on d es 4 typ e s de fractions protéique s ( ~lbu
min c s, g l obulinos, gliadines, g l uténi nos ), à partir du b l é e~ des 
produits de sa mouture, s a lon l G protocol e précisé par BOURDET e t 
FEILLET (1965 ) , nous avo~s p rocédé à d e s dosages d 1 ozoto , de phos
phora e t d ' ac i des nucl é iques . Compte t onu d e l ' ~mportence quanti
t a tive do cho.qu r' frac tion lyophilis ée, l Gs r ésul t o.ts on t pu 6tre 
r apportés aux p rodui ·t:;r.; b :-cu:b:.; i nit i aux . 

Le t ableau 9 d onne l a r ép a rtition d e l' ozote dons l es d i f 
férentes fractions protéi ques , pour chacun des produits . C0l a nous 
permet do juger l'importo.nco r elativ e des d ifférent es c l asse s de 
proté i n es ; ces vnlours n ous a i deront à déterminer l es rapports 
aci de nucl é ique /protéi ne dans l es frac tions a i n s i i s o l ées. 

L0s remarques s uivent P. s Ge d égagent <lo c es r é s ultats: 

- Prédor.:iin o.nc e d es protéi neo " i nsoluble s " dans l es r égi ons 
c entral es du grni n (farine ). 

- Prédominnnc e d e s pro·téin es 11 solubl0c " o t en particuli er 
d es globulines dans l es fractions c ontenant l os gc rP'les (romou l ages ). 

Le tableau IO e xprime l es quanti tés de phosphore t otal 
d o chacune dec; fractions protéiques e t r apporte cos r:1êmes valeurs 
aux qu::inti t é s de pro téi rics p r ésent es. Cettr. dernière expression 
( mg . de P/IOO g . d e proté i nes ) sembl 8 plus e xp l oi t abl G car l e s pré 
parations i sol ées n e con t i enn ent nas que des protéi nes . Leurs taux 
de pureté est g Gn é rale o en t compri s ent r e 40 e t 75 %. 
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COMPOSI TI 011f P ROTEIQUE DU BLE CAPPELLE 
= - = - = - =-=-=-= -=-=-=-= .. ·=-=--=-=- =-=-=-

ET DES PRODUITS DE SA MOUTURE . 
=-=~=-=-=-= -=· -=-=-=-=-=-=-=-= 

BLE FARI NE RE.MOULAGES REMOULAGES GROS 
SONS BLAl~CS BIS 

~ . 
de protides I OO de produit (natière g . p . g. 

Protides t o t aux:I2,I5 I0,85 I7 ,55 I S,00 I6,30 

Azote , mg./100 g d e p roduit m. s . 
---· 

N tote.l 2I30 I 905 3080 3155 2860 . 
N n on p rotéique ; II2 50 237 28 7 226 

N protéique 2012 I 8 55 2843 2868 2634 

N- o.lbumi nes 330 208 468 536 440 

N- globulinc s I30 I03 870 997 38'4 
1 

N- g lio.cJ inos 8I3 892 7 95 445 53!5 

N- glut én i n cs 74 5 65 2 727 890 I 275 

AzotG, % d e l' azoto total. 

N non p r otéique= 5 ,3 2 ,7 7 , 7 9, I 7,9 

N- rübumi nes I5,5 I0,9 I 5, 2 I7,0 I5,4 

N- g l obuli ncs 6 , I 5,4 28,2 3I,6 I3,4 

N-~lio..dines 38,I 11,6 ' 8 2 5 ,8 I 4,I I 8 ,7 

N- e luténines 35,0 34 ,2 23 , 6 28, 2 44 , 6 

Tableo.u 9 . 

s è che ): 

.. 
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Ta b l e. nu IO. 

T~NEURS EN PHOSPHORE TOTAL =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-

DES DIFFDRl 'FTBS PHEPAH.A'.i:I OFS PRO TEI QUES =- =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 

Bl é 

P t o tal 4 26 

Fa rin e RGmou l ages 
b l ancG 

Re moul8.ge s 
b i s 

on me d e P / I OO g d e nTodui t m.s . 

I I I 75 2 I 255 

--------------·-- -------

P total 

% p rot é i nes 

52 

4 5 , 0 

P to t a l (mg/ : II
5 IOOg pro t ) : . . 

P totul I I36 

% pro t é i nes 75 ,0 

p t o t o.l ( rng/: I
5

I 6 I OOg p r ot } 

P tot n.l I II 

% p r ot<Si neo 69,5 

P to t c.l (mg/ : 
I OO g prot ) 

0 I 60 

P total 244 

% protéi nes 44,6 

P total (mg/ 
I OOg prot .) ; 547 

Al bumi n <:G 

45 

37 '9 

127 

46 

54 , 9 

84 

Gl obu lin es 

I099 

7 4 ,0 

1405 

7 20 

66 ,7 

1079 

----- - -------

I 52 

ti 3' 0 

194 

1 07 

56,6 

1 36 

Gl uténi n es 

I08 

55,6 

I 94 

346 

4I, 9 

C327 

8 3 

62, 0 

1 34 

I008 

7I ,7 

1405 

I 77 

35,2 

503 

585 

22,9 

2550 

57 

Gr os 
cons 

I 933 

I8I 
1 

56' 3 ! 

322 

907 

68 , 7 

I320 

1 52 

40 , 9 

372 

766 

33 ,3 

2300 

·-------- ---- --·---- - ---- - --- -----·- ---
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Ce tabl e au n ontre avant tout la pauvreté en pho~phore des 

a l b umines e t des glicdines e t pc.r con t r e, l e. richesse c onsidéra
ble do la frnction gl obuline et d u certaines g l uténine s . 

Le t ab l e au II donnG l e d é tail des différent e s formes de 
phosph ore pour cha cune des f Ya c t:ions protéi ques ( en mg . de P 
pou r IOO g . do proté i nes ) . Le P - nuclé ique total est calculé comme 
la s omme du P extrait à 70° C pn:r· l' o.cide p e rchlorique e t du P 
nucl é ique extrai t à 0° c.(C-2 de rnier 6tnot obtenu par l ' i n t ermé
d i a ire du dosage s p e ctrophotomé triqu8 des ac i d e s nucléiques ) . 
Lo P-c cido soluble à oo C eot c a lculé comne la différence entre 
l e P total d e l' extra i t à 0° C et le P - nuclé ique de c c même e xtra i t. 

On not e ava~t tout ln richesse des g l obuli ne s en P nucléique 
l e que l r e p r ésent e 60 à 8 0 % d o l eur :e total. Le P nucléique r epré
s ente auss i une p r oportion n o table d8 . .ns l 0 s a l bumine s e t gliadi nes 
car c olles- ci contiGnnent p e u de P- phytique ( élimil1é eu cours de 
l e dialyse) , mai G l e: fait est noins import2...n t vu leur f e i ble t e 
neur en P total . Leo gluténi n os do b l é e t d e f o.rine con tiennent 
40 à 50 % d e P nucl é i que mai s c e lles d e remouluges e t do s on s 
montrGnt une p rédomi n ance du P a cido- solublo à 0° C. Nous i gnorons 
s i c e fait e s t à r e lier av o c l a forte t cn0ur des rég i on s cxt0 rne s 
du t;r a i n en P - phytiquo ou b i en s 'il c; ' agit d ' un manqu e c'l. ' c:·fficn.ci t€ 
d 0 l a d i alyse . 

Dans l' ense mbl e , c e Gont donc l os globulin~s qui, ~~lgré 
l eur f a i b l c:- i mportrix.t c o p or,d é r ::ù e ( O, 6 % du g rain ), r e tiennent ln. 
p lus g rosse p a rt du P - nucl ui quo totel. Le s g l ut én ino G e n c on ticn
n Gnt aussi U..Y1 0 part 11.0n nugli13 c~ o,ble 9 mai s à C '."'.,U S0 de l our i mpo r 
tanc e r e l o.tive (4 % du g rai n ). 

Lo r squ ' on tent e de rapporte r l e s v ale urs de P nuclé ique 
en pourc entage du P nuclé ique tota l du b l é 12 t dos autras p r oduit s , 
on obtient l os r ésu l t '.J.ts nuivant s : 

% du P-nuc l é iqu o Blé F ri.rine Remoul nges Rer.loulagos Gros 
totnl . b l anc s bis o<;ms 

Albumine s 5,0 5, 8 2s0 I,O 4, 2 

Globulines 30 ,3 34 ,4 56, 6 34,9 20? I 

Gliadincs r o.3 13,5 2 ,8 3,5 4, 9 

Gluténin0 G 31,6 I S ,4 I0,6 I6 , 7 I 7 , 6 

To t al 77,2 7 2 ,I 72,0 66 ,I 46 ,8 

Il est o.i sé de conotato r que l e bilan ri ' Gst pas qu::mtito.t if. 
Ce phénomè n e a <? t é constaté do.no cert a i n s travaux E'.nt €iricurs où l a 
somme d os quanti t és d ' a cides nucltf,iques c ontenus dans l es 4 fra c-



- --- ---~----- · 

Al bumi nes 5,0 5? 8 2 , 0 I ,O 4 , 2 

Gl obul i n es 30? 3 34 ,4 56,6 34 , 9 20 , I 

Gliadirrns 10 ,3 1 3 ,5 2? E3 3 , 5 4 , 9 

Gl ut éni n oG 3I,6 I 8,4 I 0,6 1 6,7 1 7 , 6 

To t a l ~ T T, 2 7 2 , I 72 , 0 66 ,I 46 , 8 

-------·· -~---

, __ _. ___________ 
I l e st a i sé d e con otate r quo l e b ilan n ' est pas qu ont i t o.tif . 

Ce phénomène a é t é cons t até dans certai n s travau x 8Xl t é ri f' urs où l a 
somme d es quantit é s d ' a c i d es nucl é i qu es cont e n u s dans l es 4 frac -



COMPOSITION PHOSP nOREE =-=-=-=-=-=-=-=-=-=- =-
DES DIFFERENTES P REPARATIONS P ROTFI QUES 
=-=-=-=-=- =-=~=-=-=~=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 

mg . de P pour : Bl é 
IOOg protéines : 

p total . II5 
p ac ido- solubl~ I3 
p nucl é ique 

. 
80 . . 

p r éci du e l 22 

p tot a l 1 51 6 
p a cido- s olub l ê 168 
p nuclé i que I 2I I 
p r é s i d u e l 137 

p t otal : 160 
p a c i do - ooJ.ubl c: 1 4 
p nucl é i que 66 
p r éGi duol 80 

p to t a l 547 
p a c i clo - s olubl <? 273 
p nucléique 220 
p rési due l 54 

--- - - -· 

F·arine Remoulages Re rnoulo.ges Gro s 
b l anc s b i s s on s 

Albumi nes 

127 84 
tr 1 3 

IOO 53 
27 I 8 .. _4 ___ ~ 

·-
Globulines -·----- -...,. - --·-

I 48 5 1079 
t r 122 

1 329 810 
1 54 1 48 

Gli a d i n e s 

194 
30 
56 

I08 

I36 
35 
43 
58 

. -_ .. 

134 
63 
45 
26 

- --- ---------

1 405 
468 
8 42 

95 

503 
290 
I 8 7 

26 

- -- ---- - - -
Gl utén i n cs 

194 8 27 
59 56 I 

I03 I 9L!. 
32 72 

Ta b l e a u Il 

2 550 
I 960 

450 
I 40 

322 
151 
1 67 

4 

1320 
40 2 
8 I 7 
µ:or 

37 2 
I9I 
I42 

39 

2300 
2003 

21 6 
SI 

59 



tions p r o t é iques d e f n rines a ttein t s eul e ment 55 à 60 % d e s 
a cides nucl é ique s pré sents d n.ns l n p rodui t brut i n i tial. 
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~J ou.s avon s d ooé l 1 ADî 1 e t l es o.c i de s n u c l é ique s t otaux 
dans chacune des frac t i ons p rotéique s . Le t ableo.u I2 donne l ' en 
sembl e de ces rés u lta t s . 

Comme l e s vale urs d e P-nucl é i qu e l e montra i ent , nou s cons 
t atons l a richesse particuli è r e d es globulines en o.c i dGs nuc l é i
ques . Ra pp ortés a.ux p rotéil'es, l cG t o.ux a tte i gnent r esp e ctive ment 
pour l e b l é e t l a. f o.ri ne I I,7 e t I I ,9 % d ' o.cides nucl é iqu e s. 
Les gluténi nes en s on t rel~tive~ent riche s (I , O % dans lo. f a rine 
et 4, 3 % dais l Gs r E)moula g cs. Lei"' E1.l bu!"1i n e s e t l es glio.di n e s e n 
s on t n e tte ment plu .:-; p o.uvre s . Il e s t mêne vro.i semblo.bl e que l e s 
fai b l c: s quan ti tés p:r·é s c:mt '.:1s dr.'n s 1 er; n.lbumi ··1cs ai ent p our origine 
une s ép a r e.t ien i n eu ffi::·;oJ.1 t e d es e:l obulin0 s. ( li'J'.! ILLE~ I 965) . 

Au poin t de vue des r c.p p o rts ART / ADi'1 , il .semb l e r a i t quE'! 
l Gs p l'. otéines" i n solublc s " :.:--;o i e n t plus riche s en ARN q_u ' e n ADN 
tandi ~ que l e s e l obulin os ( so.uf c elles de l n farine ) s e r a i ent 
p l u F; rich e s en .ADN. Bion qu ' il s oit préma t uré d e concl ure o.p+ès 
c o tt o s imple e xp é rie nce ( do.ns l aquelle b e aucou p d 'iMpré cis ions 
d emeurent), l G fait que l e s ribonucl é oproté i nos d ominent dans l e s 
g liad i ne s e t g luté ·,üncs confirme r a it l ' e xtra ctib i li t é p r é f é r enti e lle 
des ADN au c ours des e x tra ctio n s Ga lines . 

D) DISCUSSION . 

I) Mé thodes e~périmontalo s : 

a ) ~~!E~~!~ ~~-~~~-~~~~~~p~~!~~~~~: 
N OUS a-von > c h c rcht" à e x t r a.i r e l e P'!C.:xi mu n d e nuclé oprot é i 

n e s s e l on des c ondi t i on .> doue o s e t à l ' a i de do F;o l v on t s n on d éna
turant s. Or t nou~ avons p a r fo i s e mployé de s c olutions s a lin es I M, 
2 M e t 3 M. I l est b i e n c on nu qu ' à d t' t e lle n f o rces i oniques , il 
e xistG un ria quo de diss ocia t i on do l a lia i son a cid e nuc l é ique - . 
prot 6irrn d 1) c o rto quo c co a gen t s ( s u rtout l ?. s s o lutions 2 M e t 3 M) 
s e r a i e n t à p ro s c rire , même s i l e u r e ffic a cit é é t a i t appa rue . 
En e ffe t, s i l es nucl 8op rotéi ries s ont d i s .0;oc i é es nu cours d e l ' ~x
t r act i on , il p eut y a.voir r éassociati on au cou r s d e l a d i n l y s o , 
l o r s que l < fo r c e io~iquo c ' abci sse , moi s sel on deo l i a i sons d if
f é r e n t e s de c e l l es dos nucl é o pro t é i ne s n a tives . Ce t t e d én a t ura tion 
trnns f ormeroit probnblo~ent l e o r ésulta t s obten u s par 8 Ôpo.ra t i on 
ch romat o gro.phique ou é l e c t roDhor6 t i qu e . 

D ' a ut r e p D..rt ? n ous a vons c onst a t é l ' i n e f f icaci t é d o toute s 
l e s s olutions s c.l i nes à e xtra ire l a toto.li té d es nucl éop r otéi n e s 
du b l é. La mi se cm s olution e x haust i ve d es p ro t é i n e s n 1 o. p u êtr e 
r é8li séc qu ' à l ' a ide d ' aut r es s olvnnt s comme l ' a l cool di l u é ou 
l a monochl o r hyd r i ne du ryl ycol , do.no d es c ondi t i ons d ' a g i t a t i on 
r e l a tiv ement v i o l e n tes Î a gi t a t r ur à sacous s es e n prés~nce d e billes 
de::. v e rre e t par f o i :::; , nppn.re· il d e d i s p a r i=:; i on Ul t r a -Turrax). 
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COMPOSI TION EN ACIDES NUCLEIQUES 
=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=~=---=-

DES PREPAl:U.TIONS PTIOTEIQUES LYOPHILISEES =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-

Bl é lî'a rinc Rcmoul ages Rcmoul ages Gros 
b l ancs bis s ons . . 

mg d ' a cides n ucléique s /IOO g d e produit rri.s . 
? 

.ADN 98,4 49,6 27I , I 438,4 298,7 
ARN 24I,4 I54,2 68 6,4 990,3 564,4 
A. N . totaux : 339 ,8 203 ,8 957,5 1328,7 86 3 , I 

---·-- --- - - ----
mg d' a c i des nuclé i que s / IOO g d o p r o t é ines 

Albumi nes __ _ ._.. _____ 
ADN 555 488 374 347 700 
.A.RN 220 5I2 I40 89 760 
il-. l'i • t otaux: 775 IOOO 511i 436 I460 

! 

Gl obulines ----------
ADN 56 20 2IOO 5900 58 20 5560 
ARN . 6080 9800 1950 2330 2360 
A. N. t ôt a ux: Il700 11900 7850 81 50 7920 

Glia.di no s ---------
ADN 8 9 140 1I5 380 307 
ARN 551 500 305 I430 1063 
A . l~ . totnux : 640 540 420 I 810 I370 

Glutén i nes ---- -- --·--
ADN 47 5 336 468 I 635 1135 
ARl"\J I 655 664 I4I2 2725 955 
A. N. t o t aux: 2130 1000 1880 4 360 2090 . 

--·----- - - - - -- ----

'.Iableau 12 . 
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On i gnore s i de t e l s proc édés ne risqueni' pas d 1 amen e r des 

déne tyra.tions d e nuclé oproté ine s. Mais quoi qu 'il en s oit, il n e 
sembl e pas e xister a ctuellement d'autre ~oyen s i mpl e pour disper

ser c e s fractions d ite s i n ë o l ubl es. 

Nou s av ons const~té aussi qu'après fractionnement des 
protéines , on n e r e trouve p&s l a totalité des a cides nucléiques 
i n itialement prése n ts. Ce culcul exclut pourtant l es risques d e 
p e rte s a u cours d e l n dialyse e t do l a l yophilisa tion, puis qué 
l es acides nuclé ique s sont d é t 0 roinés en% des prot é ine s (l ' a zote 
é tant doGé s ur d e s parti e s a liquotes dos extraits , avent d inlys,e) . 
Faut-il penoe r qu ' une partie des aci des nucléiques d emeur€ dans 
l e r é sidu final a p r èo e xtraction des glutén i nes ? D8Xls c e c~s ,il 

f audrnit a dme ttre qu' ils ne s ont p luo i nclus dc:n~ des nuclé opro
téines puisque l e bilan de l'azo t e d 8 s 4 fractions protéiques e s t 
quantitatif. 

îious cvons t <0-nté d 'id entifie r des a cide s nuc l é ique s dans 
l e rés idu final. LG s oul moy en utili so..b l e e st l a r 8action spéci
fique de l 'ADN (BURTON I956). Mnlheureusement, l a r10nochlorhydrine 
du g lycol qui s ouille encore l e rési du s e mbl e i nterfé r e r dans l a 
r éaction colorée. Actuol l é'-m8nt , nouc3 n ' avon s donc p a r:; e n c o r e pu 
écl a ircir c e tte question. 

Ces opérations uont indis pensables à l' a ccomplis s ement d e 
notre é tude . Nous s i gnalc rono c ependant que lques diff icul tés que 
l eur r é o.lio a tion pr6se~tc . 

La d ialyse contre l ' eau ordi n aire d ev r a it pouvoir s o pra
tiquer a u :f.roid . .i\o·tre é quipement n o l e p e r crw t malheure u s e >nent 
pas enco r e . Nou s s ommec d on c c on s ciente d oG e r r eurs que c c 
g rave i n con v én i ent pourr~it ~ener . 

Hormi G l o s p orte s possi b l es a u c ours de l' opération de 
dialyse , il e st difficil~· dci l yophiliser qu anti t o.t ivoment. C 1 e s t 
pourquoi, l os bilc.ns ob t enus po.r p e s ée des produite lyophilisés 
n 1 étant pas qun.nti t n t i f s , .nou s av ono dü ro.pnorte r n os calculs 
a ux qu anti t és d e proté i nes. 

c ) ~~!~~~~~-~~-~~~~~~ : 
Le dosae:e d Gr.; a c i des nucl é iqurJis p résGnte b e a uc oup moi ns 

d 'ince rtitudes a.vc c l es prép~rations p rot é i qu8 s lyoph ilisées 
qu ' a v e c l es p rodui t s b ruts . La mr:thode do d.ét C" rmi n ation duc ri t e 
a u cha:pi tre III c onvi ent g én é r a l e ment très b i c-n , en p a rticulie r 
pour c c qui con c erne l'identité des :résu lta t s ob tenus par dosa g e 
du P nucl é ique e t po.r r_;p( c trophotom6tri e UV. Cependant, c e f :...,,i t 
présent e des cxc c p tionc , en p a rti c ulie r dann l es gliadines e t 1 e s 
e l u t énin00, où l e p h o s p h o r e d onne générnl om<mt des va.le urs s up é 
rieure s à c E:lles du spectre UV. S i c 0 f o.i t 6t o.i t confirmé , c e l e. 
ni gn i fi c rai t qur d er; f orme8 de P n on nuclé i qu e s ont extra ites , 
e n p a rticulie r pa.r l ' a lcool dilué e t p a r l a GMC , mai s n e d i a.l ysent 
p as e t ne Gont pas e x tra ites p o.r J. ' a cide p e rch l o rique à 0° C. 
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La pré sence d 0 P r ési du e l dons l a p lupa r t de s f r a cti on s 

proté ique s e s t ine xp l i qu é e . BOURDET e t FEIL~ET ( I967 ) on t émi s 
l' h ypothèse de phos ph opr otéi ne s . On p ourra it c u s s i penser à d es 
p h osphol ipides c a r l e s produi t s i n i t i au x n' on t pas é t é d é l i p i à és . 
L' hypothè se de pho s phor e "g l u cidique " p ou rra i t en cor e êtr e émise 
c a r on sai t que, dans c e rta i n es con d ition s , des alcool s p e u v en t 
s olubilis e r unQ p a rtie a u Pli é à l ' a mi d on . On i gno re , d ' autre 
p a r t, si l n GMC n ' a pas l a même c a tion l o r s de l ' e x t r a ction des 
gl ut éni nes à p a rtir d ' un r é s i du trè s rich e en amidon. 

2) Résu l tats : 

Les i nnombr a b l e s diffi cu l t éc o.no.lytiqu e s r 0n c ontr é e s f ont 
que d ' i mp ortant e s i n c o rti tudes d e meure n t p armi l e s ré~.rnl t a t s qùe 
nous av on s donné . N0us n ou s p roposons d onc d e r eprendre c e tte é tu
d e d e f a ç on p l u s s y s t ématiqu0 e t plus a p p r o fon d i e . Cepend ant , il 
sembl e que l' on pui s se prudemme n t dégage r quelque s p remi è res 
concl u s i ons : 

Une p a r t i e d e s nucl é opr ot é i n es p eut ê tre e xtre i t e simpl~ 

ment à l ' e.id e d e sol u tions s a lin es . Un e autre p a rti e n o peut êtr e 
entra î n ée qu ' a p r ès un traite me nt plus viol ent e t mê~e dans c es 
c ondi t i ons , on n G sai t p c.s s i l ' e xt r a ction est quantito.td.v e . 

On Gs t donc amené à p e n s er qu 'il pou r r a it e x i s t e r ! do.ns + e 
gra i n d e blé d e s n u c l é oprot é i n es du typ o "s olub l e " à l'imag8 des 
albumi nes- g l ob ulin es e t d es nucl éopr otéi n es du t ype " i nool ubl c " 
assi mil a bles à d es glind i n es ou d es gluténi n es . I l e st c ep e ndnpt 
p aradoxal que d es n ucl éopr oté i nes dont l e r ô l e b i o l ogi qu e e s t 
typiquement fon c t i onnel pui ssent s ' a ppar ente r à d ' énormes mac r o 
molé cu l e s t elle s qu e l es glut 6nines . Mai s c omme nou s i gnor ons l a 
s tructure d 0 c e s compl e x es p r o téi ques d e r éserve , on p ou r r a i t 
i magine r quo des n u cl.éoprot é i ncs du t ypo "o ol u b l e " s o i oYJ. t in t é -. 
g r ées , a u c ours d e l a maturo.tion du g r a i n , dp.ns des compl e x es 
ins olubl e s , d e Gorte que d e s i mpl es extra c t i ons sal ines soi ent · 
i n c apa b l es d e l e s l i b6r e r . 

E) CONCLUSI ON GENERALE 

Le tra v a i l e f f e c tué jus qu ' à c e jour n ' a é t é qu ' une s i mpl e 
app r o che du s uj e t p r o-posé , c ' e s t - à - dire l a r ép a r t i tion histolo~ 
g i que des n ucl éoprot é i nes dans l e g r o i n d e b l é . 

Les d i f ficu l t és analytiques r e n con trées n ous ont p a rfoi s 
contrai n t à nou s i n téresser à des consti tuGnt s autr es que l e s 
nucl 6oprotéi n es . Une parti e de notre t e mp s a donc dû ê t re c on s n 
crée à des p r o b l èmes ap pa.remr1ent a.nn exc; o t e l s quG l ' amidon , l es 
d i f fé r ent es f ormes d e phospho r e , l u s p r o t é i neG, r t c •. • Cel a n ous 
a p a ru néc essaire d ' une part dans l~ r e che rche de b i l ans quanti
t atifs a f i n de v érifie r l ' exactitude de nos dét erMi nations de 
c omp osés nucl éiques ; d ' o.u·tr e part , dans un milieu aussi compl exe 
qu e l e g r a i n do blé où l e s cons tituants ne r.;ont pas i ndépendant s , 
i l semble i mposs i ble d o se con o~crer à l ' un d ' e ux t ou t en i gnora.nt 
l es o.u t r en . 
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Notre travail a concerné à la Îois d es problè~es d'ordre 
quantita tiÎ par les déterminations d 1acides nucléiques, et des 
questions d'ordre qualitatiÎ par l es extraction s de nucléoprotéi
n es druis un é tat a u ssi natif que pos :Jible, Ce sont deux manières 
complémentaires d' envisager une étude . La première essai·e de don
ner des résultats e xacts mais a l o défaut de dénature r l os cons
tituants; la deuxième, qui prétend l es obtenir i ntact s , permet 
rarement une é tude exhaustive. 

Cependant, en i nsistant sur l' extrème Îragilité des macro
molécules nucléoprotéiques e t sur leur rôle esse n tiellement Îonc
tionnel dans le milieu naturel, il convient de se demande r si 
l'acharnement mis par les chi~istes à obtenir des préparations 
très purifi é es, justiÎié sur un plan s trictement analytique, ne 
diminue pas les chances d'observer l es e ffets biologiques réels 
d e ces s ubstances. 

L'étude approîondie des nucléoprot é ines dgns l es régions 
histologique s du grain de blé ne pourra ê tre accomplie qu'ave c 
l'aide d e moyens beaucoup plus fins que c eux utilisés jusqu'ici. 
En particulier, il conviendra d'analyser l es régions du grain 
obtenues par dissection e t non p lus l os produits de sa mouture 
industrie lle l esque l s , bien que très commodes pour approcher :les 
problème s, ne perme ttraient probablement pas de tire r d es conclu
sions s uffi samment pré cises . De préférence, un t e l travail d evrait 
être envisagé s ur un plan collectif, faisant intervenir des con
nai ssances à la fois phy8iolog iques , géné tiques , botaniques e t 
agronomiques. 

Le travail accompli jus qu'ici, s 'il r este éloigné de la 
physiologie végétalG, perl!let n6o.nmoins d ' envisager de nombreuses 
voies d'étude dans cettG discipline. C'e s t pourquo i , l es 
projets de r echerches quo nous a llon s donner seront tout parti
culièrement axés sur l e doma i ne de la physiol ogi e végétale. 



PROJETS DE RECHERCHES =- =-=-:::...=-=-=-=-=-=-= 

D' assez nombreu:-~ travaux ont étudié l e rôle des acides nucléiques 
dans l es pl antes supérieures, en particulier aux points de vue de l a synr
thèse protéi que, des phosphor y l ations oxydatives e t de l a photosynthèse! 
Le plus souvent, ces travaux sont r elatifs aux or ganes en pleine activi~ 
t é métabolique mais s 'intér essent plus r arement aux tissus de r éserve, 
dont l' étude est plus déli cate. 

Or, ces tissus, bien qu ' ap~aremment en état de vie r alentie et 
moins riches en composés nucléiques, ne devrai ent pas être négligés car 
ils sont l e s i ège de phénomènes très particuliers, ne serait-ce qu' au 
cours de l a biosynthèse des substances de r éserve (protéines, amidon, 
cell ulose, pontosanes) ou au cours de l a germina tion de la gr a i ne. 
De plus, l es r echerches deVTai ent porter non seulement sur les acides 
nucléiques, dont le rôle commence à êtr e bi en connu, mais aussi sur les 
protéines qui leur sont associées, telles l es histones, do~t le mécanis
me d'action dans l es biosynthèses doit encor e être pré cisé. 

Jusqu'ici, nou s avons travaillé à partir de blés arrivés à maDu
ri té. Mai s, vu l a complexité du matériel biochimique de ces blés matures, 
il semble qu'une étude 11dynamique 11 des acides nucléiques e t des nucl éo
prot émnes faci liter ait l a compréhension de l eurs propri étés et de l eur 
rôle biologique. 

1) Evolut i on des composés nucléiques au cours de l a maturation du grain 

En effectuant des prél èvements de gr ains , d és que possible apr ès 
l a floraison e t régulièrement (I-2 par semaine ) jusqu' à ma turi t é , nous 
pourrions suivre , pa r des déterminations d' a cides nucléiques, l' évolu
t ion quantita t ive et qualit a tive ( ARN e t ADN) au cour s de cette p ériode. 

Ce travail a d é jà ét é abordé , en particul ier par BOURDET et HERARD 
(I959) sur le blé CAPPELLE (Et ude des diver s compos és phosphorés 7 e t en 
particul i er l es a cides nucléiques) , par INGLE e t a l. (I965 ) sur l e mais1 
par WHEELER et BOULTER (I967) sur l a gr a i ne de f ève . 

Il a général ement été consta t é une augmenta tion des quantités 
d ' a cides nucl éiques exprimées en ma/IOO gr ai ns mai s une bai s s e des t aux 
rapportés au poids sec . Le r apport ARN/ADN est bas aussitôt apr ès l a flo
r a i s on, ca r les tissus jeunes dont l es cellules présentent un noyau de 
taille impor tant e , sont cara ctérisés par une i mpor tance r el ative de 1 1ADN. 
Peu à peu, l e r appor t ARN/ADN croît gr â ce à une biosynthèse rapi de de 
1 1 ARN. l. 1 accumula t i on de substances de réser ve dét e r mi ne au poi nt de vue 
quantita tif 9 une dilution des composés nucl éiques e t du point de vue hi s
to l ogique , l eur concentr a t i on dans 1 1 embryo~. 

Par a l lèl ement à l' évolution des 2 a cides nucl éiques 7 on note une 
biosynt hèse des pr otéines . La cinét ique d ' a ccumula t i on des pr oyéines, 
dans I OO gr ai ns 9 est anal ogue à cel l e de 1 1 l·~RN9 comme s i l a production 
des pro t éines du grai n était conditionnée au pr éa l abl e par celle de 1 1ARN. 
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Ces t r avaux demandent à être ap] rofondis 9 non seul ement au point 
de vue des a cides nucléiques (pa r applications des plus r écentes adapta
tions des méthodes de dosage) mai s aussi sous l' aspect des protéines qu~ 
l eur sont associ ées . Une étude s imilaire a d' a ill eurs été conduite par 
FEI LLET (I965) r elativement à l' ensemble des protéines du gr a i n au cours 
de l a maturation. L'évolution a été suivie grâce à l ' importance quanti
tative des différents groupes protéi ques et grâce à l' él ectrmphor èse. 

Un travail du même type est à envisager mais en s 'intéressant cette 
fois uniquement aux nucl éoprotéines. Ces composés jouant en effet un rôle 
fondamental au cours des biosynthèses, il est à prévoir que cett e étude . 
fournirait des résultats encore plus s ignificatifs e t permettr ait de mieux 
connaitre l es phénomènes de l a maturation d'une gr aine . trais préalablement, 
il f audrait mettre au point des moyens analytiques plus fins 9 par exemple, 
savoir car a ctériser spécifiquement une nucl éoprotéine sur un gel d' élec
trophorèse. 

On pourrait penser également à sépar er plusieurs fract ions pro
téiques par chromatmgraphie e t à rechercher une évolution significati ve 
de celles qui contiendraient l es nucléoprotéines. :enfin, ~ défaut d ' ex
traire de façon exhausti ve l es nucléoprotéines 9 l' étude pourrait se con
centrer sur 1 1 une des fract ·.ans protéiques connue pour sa richesse en 
a cides nucléiques (fractior g l obuline) dont certains ont suggér é l a s i mi
l itude avec des histones vé;étal es. I l est vra i semblable que 1 1 identifi~ 
cation des gl obulines (ou ~ 'une partie d' entre elles) à des histones, 
et l' ~tude de .l eur évolution au cours de l a matura tion ouvrira i ent l a voie 
à de précieuses découvertes . 

b) E~:=~-~~~-~!ff~?-'~::~~~~io~~h!~!~lo§:!q~~ ~ 

Ce travail a ét é é.i.bor dé par J EN.NINGS et IWRTON (1963 ) 
l' évolution séparée des a cides nucl éiques dans l' a lbumen e t l e 
( + t esta) du gr a i n de bl~ . 

Etude de 
péricarp~ 

Dans l' a lbumen, l ' évolution de 1 1 ~\IJN r.1et en évidence une r apide 
divi sion cel~ulaire jusqu ' au I 4° jour après l a f l or a ison, pui s une aug
mentation de l a t aille du tissu à cause de l ' expans ion des cellules . 
:!)ans le péricarpe (+ testa) 9 l' évolution de 1 1.i\DN montre l a const ance du 
nombr e des cellules présentes, t andis que celle de 1 1 ARN, peu signifi
cative, est en a ccord avec le faible t aux des synthèses protéiques dans 
ce tissu. 

Une t elle étude devrait êtr e él a r gi e des a cides nucl éiques aux 
nucléoprotéines . La découver te d'une f:volution significntive de ces com
posés (qui écl a irerai t vraisemblablement l es connaissances rela tives à 
l a synthèse protéique) gagnerait à être étendue du bl é enti er à s es 
différent es rdgions histol ogiques (embryon 9 pér icarpe, a ssise pro téique, 
albumen) susceptibl es d ' être obtenues en quanti tés suffisantes 9 par 
dissection . 

Signalons que l' application pour ce travail de l a t echnique d'im
mune électrophor~se permettrait une é tude beaucoup plus fine puisqu 'il 
serait théoriquement poss ible 9 en identifiant une protéine par s es pro
priétés anti géni ques, de suivre sa présence dans l es différentes régions 
du gr ain a ins i qu ' au cours de s a maturation. 



En dehors des problèmes de l a synthès e protëique 9 il serait 
fort intéressant d& se préoccuper des modif ications qualita tives qui 
ont l ieu au cours de la maturation telles que le passage des formes 
pr ot éiques 11 solubles" du jeune gr a i n 9 à cles f ormes "insolu"oles" dans 
le grain à ma turité ou telies que l a r éorganisa tion tardive des glia
dines avec perte d ' azote au profi t des glutênines . L' étude des nucléo
protéines9 l esquelles jouent probablement un rôle dans tous ces phéno
mènes 9 pourrait donc apporter cle nombreux renseignements . 

F.nfin , on pou~rait chercher à mieux conna i t re l e rôle des compo
sés nucléiques au cours de l'accumulation des autnBs constituants fon
damentaux des gr aines de céréales. La biosynthès e des gr ains d 1 a111idon 9 
phénomène encore ma l connu mais qu' on imagine re l i é à l ' ac t ion de 
certains acides nucl éiques , en est un exempl e. 

c) ~~-E~~~~~~~-~~~~-~~~-~~~E~~-E~~~~~~-~~-~~-E~~~~~· 
L'étude des composés nucl éiques pourr a i t être envisagée en 

relation avec d' autres organes de l a ~lante. On pourrait en effet 9 
rechercher dans des tissus plus j eunes (pollen 9 ova ire, •• . ) des résul
tats plus significa tifs que dans le mat ériel trop complex e qu'est l e 
gr ain de bl é . De même, l' étude pourra it être reliée à des travaux 
concernant l es feuilles, les r a cines, ••• La découverte de l a consti
tution nucléoprotéique des diff érents organes pourrait permettre dè 
de mieux préciser les processus mét aboliques propres l cha cun d'eux ~ 

Les mécanismes de l a croissance du végétal et l es transferts entre l 
organes au cours du déve l oppement et du vieillissement pour.raient 
être mieux déf i ni s à partir de données f ournies par l es nuc l éopro-
téi nes elles-mêmes. 

2 ) Evolution des composés nucl éiques au cours de l a ger mina tion 

Ce tte ques tion a f a it 1 1 objet des t r avaux de L'.;.\ RKOï/SKI et a l 
(1 967) sur le blé , de HALL e t HODGES (1966 ) sur l' avoine , de LEDOUX 
et a l. (1962) sur l'orge, de lNGLE e t IIAG:'.i!:'lAN (1965) e t de WOODSTOCK 
et SKOOG (1960) sur le maïs, de CHERRY (1963) et de GUITTON (I968) 
sur l' a r achide. 

Ces t r avaux suivent génér a l ement l' évolution quantita t i ve des 
acides nucléiques pendant l es pJtmiers jours qui s uivent le début de 
la germina tion e t parfois l' évolution qua lit a tive (différents types 
d 1 ARN). 

Il serait €ga l ement i ntér es s ant de s e pencher sur l' étude des 
protéi nes a ss oci ées à ces acides nucl éi ques . Ce -.travail, f ai sant encore 
intervenir l es techniques d' électro~hor èse 9 de chromatographi e et 
d ' ult r a centr i f uga tion , pourrait concerner non seulement l a gr a i ne 
entièr e ou l a p l antul e , ma i s auss i l es di f f ér entes r égions histolo
g iques de l a gr a i ne . Au cours de l a ger mi na t i on on cons t a t e en ef f et 
d e nombr eUY t r ansferts de composés de l a gr a i ne vers l a j eune pl ant e. 
Il s er a it i mpor t an t de connaitre l ' ori g i ne des produi ts de r és erve 
d égradés pr éf ér enti ellement en vue de l' a limentation de l a p l antule 
e t l e r ôl e possibl e des composés nucl éi ques dans l a déter mi nation de 
ces phénomènes . 
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La ger mina tion ét ant un phénomène très complexe , dont 
cer tains aspects sont encore mal connus 1 une meilleure connaissance 1 
des composés nucléiques ne pourrait êtr e que bénéfique en parti- 1 
culi er pour savoir si l a présence d 1acides nuc l éi ques dans l a gr aine 
mature n 'est que l a tra ce de composés nucl éi ques ayant joué un rôle 
à la matur ati on ou bien s 1ils constituent uno r és erve en vue d'une 
utilisation pr écièe à la ger mi nati on . 

3) Influence de cer tains facteu.!'~~::_::__l~ ___ <?.~Tl'..I?~~-~t_ion r:_~c léo-
prot6igue d~_la gr a i ne : 

L ' étude de l 'infl uence de cermains fact eurs compl èter a it 
utilement l' ètude dynamique des nü:cl<fof>r otéi nes de l a graine, 

En pa rticulier 7 on pourrait essayer de déterrainer l'influence 
des conditions cultural es (so l s 7 ferti lisants, etc •• ,) sur le 
mode d'action des nucl ~oprotéines • I l est possibl e que certaines 
propriétés passées inaper çues dans le bl é nor mal , se manifestent 
l ors de traitements extrèmes (engrais azotés ou phosphorés) et révè
lent ainsi de nouvelles voies de r echer ches . 

On pourrait de même envisaGer l' acti on d ' a0ents ·mutagènes 
sur la plante en vue de préciser leur actfuon au niveau :des gènes 
et de faire appar a i tre des données nouvelles qu'un blé 'nor rnal 
n' aurait pas r évél ées . 

CONCLUSION ~ Bi en que le rôle des acides nucléiques dans l e 
suppor t et l a transmi ssion du code gënétique et 1 1acti on des 
protéines du type histone dans l a régulation des gènes aient été 
montré~pour certa i ns or ganismes, l es phénomènes demandent à. être 
pr écisés , en par ticulier pour des orffanes aussi curi eux que les 
g raines amylacées. 

Les travaux pourraient être orientés particulièrement vers 
l e rôle des nucléoprotéines dans l es phénomènes d'accumul ati on 
qui caractéri sent l a maturation des gr a ines a insi que vers l' action 
et le devenir de ces composés au cours des d8grada tions et des 
transferts qui a ccompagnent l a germinati on du grain et l' appari
tion d 1une pl ante nouvelle. 
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