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AVANT-PROPOS
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Cette étude bibliogrephique constitue la phase
préparatoire d'un traveil de laboratoire sur le sujet suivant:
"Etude de la répartition histologique des nuecléoprotéines dans
le grain de blé",

Le travail envisagé doit &tre accompli dans le cadre
d'un Dipléme d'Btudes Approfondies de Phymiologie Végétale
Appliquéern & la Faculté des Sciences de Parie, sous la direction
de Monsieur le Professeur Ulrich.
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in effet, ce travell est sccompli en relation avec
Monsieur HOUNRDET, Directeur du Laboratoire d'Btudes de le
Quelité des RBlés dont Le principal axe de recherches est
1'4tude des protéines du blé, In conaméguense, la fraction
protéique de la nuecléoprotiine sera 6tudide de préférence.

Clast pourquoi nous avons adopté le plan suivant:

I = Généxralités sur les acides nucléiques et les

nuclécprotéines,

II = Lee protéines associfes aux acides nucléiquess
_ propriétés génézrales,

III = Hxtraction des nucléoprotéines
- A partir de tissug animeux
= A partir de tissus végétaux.

IV = Proctionnement des nucléoprotdines en acides
nucléiques et en protéines

- Cas deg tissus enimsux
- (Cas des tissus végdteux.

V ~ Méthodes d'étude des protéines asrofciées

aux acides nucléiquess
- Cas deoo tissus animeux
- (Jag des tissups végétaux

YI = Déteyminations quentitatives des nucléo-
protéinees gréice au dosage des acides macléigues

- (lgas des tissus animaux
~ Cae des timous végétaux

VII = (onséquenses physiologiques et génétiques
ches le blé.

Conclugion 1 progremme de recherches envisegé.




g

CHAPITRE PREMIER

GENERALITES SUR LES ACIDES NUCLEIQUES
=EmmoEmmmmeamERTE =ttt

BT_LES NUCLEOPROTRINES
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I -~ DEFINITIONS @

Lee acides nucléiques sont des molécules géantes
répandues dans toutes les cellules vivantes. Ils sont formés
par l'encheinement d'unités simples ou nucléotides comportant
chacun une base purique ou pyrimidigque, un pucre 2 § atomes de
carbone et un groupement phosphoryle. Le pentose peut &tre ,
selon le cas, le ribose (acides ribonucléiques ou ARN) ou le
désoxyribose (acidea désoxyribonucléiques ou ADN) »

Le distinction entre ARN et ADN tient principalement
& la nature du pentose qui entre dans leur composition, mais
pugei 2 la nature des bases, Les ARN contiennent les 4 bases
principales: adénine, gusnine, cytosmine et urascile, alors que
les ADN renferment les 4 bases principales: adénine, guenine,
cytosine et thymine.

D'aprie cette définition, on voit qu'un ARN est une
mecromolécule au sein de lmqielle on pourrait isoler un enchai-
nement tel que @

~l
RIGOSE = PHOSPHATE

ADENINE =

CYTOSINE - RIBOSE - PHOSPHATE
GUANINE - BIAGSE - PHUSPHATE
URACILE =~ RIBOSE = PHOSPHATE
GUANINE - RIBO&#::;_H;EEEPHATE

—

De m@me, on pourralt isoler, & partir d'un ADN, un
enchainement tel que c¢eluil représenté ci-dessous:
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ADENINE - DESOXYRIBOSE = PHOSPHATE
CYTOSINE - DESOXYRIBOSE - PHOSPHATE
GUANINE - DESOXYRIBOSE - PHOSPHATE

THYMINE = DESOXYRIEOSE ~- PHOSPHATE

—

DESOXYRIBOSE = PHOSPHATE
\.

Le produit résultant de l'union d'une base et d'un

CYTOBINE

pentoge est un oside, qui, dens le cas présent est sppelé
nuecléopside,

Le produit obtenu par estérificetion d'un nucléoside
par l'acide phosphorigque est un nucléotide., L'estérificetion de
l'acide phosphorique par les nucléosides qui sont des polyalcools
n'est qu'un cas particulier de le réaction classique d'estéri-
fication des acides par les alcools, qui aboutit & la formetion
dlestexrs.

II - BASES_PURIQUES ET BASES PYRIMIDIQUES ¢t

Les bases puriques ou pyrimidiques entrant dens la
constitution des acides nucléiques sont des bases orgeniques
complexes dérivant de 2 noysux fondementaux, la purine et la
pyrimidine.

Le plus simple de cee 2 noyaux est la pyrimidines
c'est une base azotée comportant 2 atomes d'azote et 4 estomes
de carboneii, le tout foxmant un ecycle hétérogdéne ou hétérocyecle

de 6 atomes!
H

c
S
Ny sF}-H
Eyximidine H= ¢+ iC=H
":: 3
N
Lee bases puriques ont une structure légdrement plus
compliquéet elles dérivent de la purine, noyau hétéro-bicyclique
comportant en tout 9 atomes dont 5 de carbone et 4 d'azotet
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Les 2 types d'acides nuecléiques contiennent
les mé@mes bases puriques: l'adénine et la guenine. Ces bases
dérivent d'un noyeau commun: la purine.

NH 0H
K |
Vs "‘-u._ "_-I“ .‘\;-\ ) -.‘;c;’ fr & \ N \\.‘
N Bl N i X
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> oot Y ; R o N /
N N HN N "N
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Adénine Guanine
ou 6=aminopurine ou 2-gmino=6-hydroxypurine
2) Bases pyrimidiguest
%lles dérivent de le pyrimidine:
NHQ &Ha
| i
27 N
N f N W
. i gy i
-~ :‘.“R:\ A ‘ . o ”
HO N Q N
H

Cytosine ou 2-hydroxy-6-aminopyrimidine (me trouvant,
de m8me que toutes les autres pyrimidines, en équikibre avec
la forme cétonique).



. i
N ‘,;"-'., ar 033
. N |
HO N HO N
Uxaeile Thymine
ou 2=6=-dihydroxypyrimidine ou S5-méthyluracile

Les 5 basegs citées sont cellesm gue l'on rencontre le
plus commnément dens les acides nucléiques. A c8té, on ren-
contre ausgi des bases beaﬁcoup plus rares, telles que @
la 5-méthyl cytosine, la S5~hydroxyméthyl cytosine, la 6-méthyl-
amino purine, la méthyl gugnine, etc...

III - LES_NUCLEOSIDES_t

Les nucléoeides résultent de 1'union d'une base avee
un sucre & 5 atomes de carbone qui est soit le ribose ou
ﬂ-n—ribofuranncae. s0it le désoxyribose ou.[3-D-2-désoxyribo-

furennose, H : H » n
' | Desoxyvribose
HO - (E -H F.tf‘?.?.s.e HO -C'a:r H N
O
(@]
e ‘ oH
-c’//' \\\\é,- cﬁ///f \\\\\éd,
Wi\ é‘/‘* H\\\l 1,//9
iy B
O R on  ov

Les nucléoasides sont donc selon le cas, des béta-D-
ribofurannoeides ou des béta~D-2-désoxyribofurannosides.

A partir des ARN, il sera possible d'obtenir des
nuecléosides résultants de la combinaison du ribose avee les 4
bases prinecipales; on aura ainsit l'edénosine, la guanoeine,
le cytidine, l'uridine. A partir des ADN, on aura: la désoxy-
adénoeine, la désoxygusnosine, la désoxycytidine, la désoxy~-
thymidine,

IV 6 LS NUCLEOTIDES

Les nucléotides résultent de la phosphorylation des












existant réellement & 1'état natif dens les tissus avent toute
précipitation = ou bien comme une protéine dénaturée - clegt-A-
dire représentant la protéine native ayent additionné au cours
de la précipitation d'autres protéines dites "protéines addie
tionnelleg" existant indépendemment d'elles dans les tisgsus
avent le préecipitation. (2).

VIII - ABREVIATIONS ¢

Dans toute la suite, nous employerons couramment les

sbréviations suivantes:

AN acides nucléiques

ARN acide ribonucléique

ADH acide désoxyribonucléique
NP nuecléoprotéine

RNP ribonucléoprotéine

DNP  déesoxyribonucléoprotéine




CHAPITRE II

PhOP&IJ ES_DES NUCLECPROTEINES

—ESoTmormnTmmnEaRTe ===I=_===3==

I - GENERALITES 3

Les nucléoprotéines sont des constituents universels
deg noyaux celluleires, Elles y jouent sans doute un r8le décisif
dang la division cellulaire,

Une particule nucleoprotéique est une unité compli-
quée; elle est plus eimple gue n'importe guel orgenite cellulaire
tel que le noyeu lui-méme, maie plus complexe que n'importe quelle
macromolécule blen définie. Dens la hidrarchie d'élaboration d'un
organisme, leg nueléoprotéines se situent entre las noysux et
certaines mecromoléculas,

acide

nucléique protéing

La compréhension compléte de le structure et du r8le
dep nucléopyotéines pourrait fournir des pistes importsntes quant
& la compréhension de l'orgenisation d'une cellule vivante car
des nueléoprotéines ont €té fgalement trouvides dans certaines
particules du cytoplasme,

Une nuecléoprotéine se compose de 2 constituante macro-
moléculairest AN et protéine, Dans leur assemblege, il y a sussi
de 1'ean et une certaine guantité d'autres "impuretés™ micromolé-










III - ETUDE DES DIFFERENIES CATEGORIES DE_NUCLEOPROTEINES 3

A) 1ES_NUCIEOPROTAMINES ¢

| Flles correspondent & des associations par des liasisons
du type sslin, de protéines trdes simples (pratamines) avec des
ADN de noysux cellulaires de spermstozoldes de cexytaine poissons
(seumon, herengz,...) ot de quelques rares oisesux (7). On ne les
trouve méme pas dans les autres organes de ces snimaux ce qui
permet de penser gue la spermatogendse commence avee des celliules
& histones et f£init avee des cellules & protamines,

On ne les & jamels imolées dans les tissus végétaux,
c'est pourquoi nous n'y inaistexbns pags nous signalerons soule-

ment, pour mémoire, aquelques pébpriétés. (9):.

-~ Les protamines sont constitudes paxr un petit nombre
d'scides aminde diffdrentes (6 & 9) et carsctériséesd par leur
haute teneur en amote; due au# taux trée élevé d’axginine(qui est
souvent la seule baae.haxonique rancontrée)_

- Lg teneur en arginine'eat généralement constante (50 %)
et le rapport P/ers, est souvent voisin de I, seuf si le protemi-
ne contient de lea lysine, ce rapport étant alors inférieur a I.
Ceel permet de penper aque la liaison AN=protéine eaf du type salin
et qu'elle a lieu entre lom restes phesphoryle des AN et les grou-
pements basiques de l'arginine, ou événtuellement de la lysine.

~ Ellees ne contiennent pas (ou p2ds pou) d'amcide dicer—
boxylique et jamals d'acide aminé aromatique. La teneur en amcide
aminé neutre varie selon l'espdce animale,

- Lo reproxt protemine/AN est caractériatique de l'espdee.

7 Une formule gémérale des syginines peut 8tre ainei
donndes

Pro. (Arg, Args Avg. Axg.M, M.)  Are. Ave.
( M = acide aminé neutre)
B) LES NUCLEOHISTONRS *

Isolées par EOSSEL, 4 la fin du XIX® eidcle & partir
des éxythrocytes nucléées d'oisesux et des thymoeytes de mammifdree
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elles ont &té déceléea pver la sulte dané la plupart des noyaux
des cellules sometiques animales.

I1 y a une dizaine d'années (8) on ignorait leur présence
dang les aellules végdtales. Actuellemaﬁt, catte ignorance a &té
comblée: on a déeelé en particulier des histones dans le germe de
blé (9) et dens 1l'embryon de xiaz (I0)

Les histones zresgemblent sux protdmines pour plusieurs
propriétéss: toutes deux sont:

= basigues
- txdte hétérogénes

- dépourvues en cystine, cyestéine, tryptophane.

Cependant, leur poids moléculaire (de L'ordre de I5 000)
est bien supérieur & celul des protamines (2 000 & 5 000), de scrte
qu'd l'inverse des protamines, elles ne dialysent pas et quton
peut les cornsidérer comme de viaiea protéinee, les protemines
n'étant que de gros volypeptides, De plus,; les histones contiennent
tous les acides eminée oxdinaires (seuf les 3 menquents) tandis.
que lep protamines n'en contliennent gque 8=I0 au maximam,.

- Les histones sont solubles dans les acides et les solu=-

tions neutres meie sont précipitées par NH4 OH,

Leur point isoélectrique se situe entre I0 et II
Leur teneur en azote est de IT-I9 %.

Per rapport A un nfme tissu, les solutions obtenues sont
tr2a hétérogdnes, ce qui a suggérd que les pféparﬁtiona d'histones
purifidées étaient toujours formées d'un mélange de plusisurs
constituants électrophorétiquement diastincts. IL'existence de
ces diverses catégories d'histones wrend illusoirs la dlatinetion
protamine~histone, (),

D'aprés STEDMAN & STEDMAN(II), on pourrait classer ces
protéines selon leur mobilité &leetrophorétique, en OX 3 |,
comme ches les autros types de protéines,

PHILLIPS (1I2)considdre diverses frections d'histones en
fonetion du rappoxt 1ys/nrg.. par exemplel
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- fraction "riche en lysine™ ry 4
= Pfraction "moyennement riche en lysine r = 4
- fraction"riche en arginine® , - o g !

Bien que cotte classification présente encove des
inconvénients (6), les termes "riche en lyeine®, "riche en
arginine®,.,,se généralisent et la valeur du taux lys/arg
semble commode pour définir avee précision une fraction déter—
minée d‘histone,

C) LES NUCLEQPROTEINES “PROPREMENT DITRS® §

Dens les préparations de-nucléopratéinés, on a
parfois obeexvé, & cB8té dem AN et des histonee (ou des prota=
mines), la présence de protéines sens caractére basique marqgué,
Certains auteurs pensent qu'il s'agit d'un sutre groupe de
protéines assoeiées aux AN, Per contre; d'mutres crolent gu'il
s'egit d'un artefacts '

En effet, comme la prépsretion de NP implique en
général un broyage préalable dee tissus,; on peut s'attendre 2
ce que Mles unités fibreusee colloidales" (5), que sont les
particules nucléoprotéiques, adsorbent toutes sortesm d'sutres
molécules, cytoplasniques ou de toute autre origine,

De mBme, il est poseidble que lors de l'emploi d'une
polution d'extraction de force ilonique &levée, on ailt une
rupture partielle des limisons AN-protéine et que par la suite,
ces lisisona se reforment entre 1'AN et d'autres protéines,
forment sinei un compleme artificiel (I3), c'est~d-dire une
NP dénaturée.

Il est done vraisemblable que de tels artefacts se
forment lors des extractions de NP, méme =i de grandes précau~
tions sont prises, Meis la question de savolr si toutes les
protéines non basiques trouvées sont dues & une dénaturation,
ou gi une partie d'entre clles sont natives, reste générele=-
ment sane réponge,

Dans quelques cas, cependant, l'existence de protéines
"répiduelles” a &ét6 montréet









On s'est en effet assuré que leg composants protéiques
peuvent se liexr avec plusiesurs AN, soit de fegon permanente,
soit de fagon transitoire, au cours du fonctionnement normel
de la ¢ellule vivante, produissnt ainei occasionnellement des
syetémes complexes et trés lerges, Bn plus des ruptures et des
réarrengements anormeaux eu cours de l'extraction, un tel phé=
noméne vourrait expliquer 1'hétérogénéité des solutions de upr,(I8)

.Lez agents de préeilipitation des protéines précipi-
tent ausei les NP; par exemple, les sels de métaux lourxds,
lee alcools, les aclides,... (4).

En particulier, on peut récupdrer une NP de za solu=
tion en emenant le pH au point isoélectrigue de la protéine,
ce qui provogue s=a préeipitation. (4)

B) C; tdo nucléo téinesgt

Iin dehors du cas de nombreux virue végétaux gui
cristalligent, la seule NP de tissus animaux qui eristallise

de eses solutions, per L'emploi de(Nd 804 » €t la nueléo=-

4

tropomyosine du muscle de caxpe (4).

Le »fanthmk spectre dl'ebsorption des NP est le résul-
tat de 1'ebeorption propre & checun de ses constituantes LYAN
et la protéine, Cependant, l'absorntion des protéines & 260 nm
emt négligeeble, En effet, mBme & son maximum d'absorption
(280 nm), une solution de sérumalbumine absorbe 40 foie moins
gulune solution d'AN, de concentration égale, & 280 mm,(4),(2).

T.e spectre des NP est donec pratiquement identique’
2 celui des ANS maximum & 260 nmj minimum vers 230 nm. Tout
au plus observe-t-on une inflexion de la courbe vers 280 =nm,

comme une particule nueléoprotéique n'est pas une
macromolécule définie, 1l n'y a pae de sens A parler de son
poide moléonlaire, On salt gque ece particules sont grandes &
eBté dee protéines ordinsdrest dee "poids particulaires" de
5«15 millions et m@me plus ont 6té estimés, (18),
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qu'asses rarement avec les protéines non basiques de la callule,
caxr le Py y est situé le plus souvent du cdté alealin du point
isoélectrique de ces protéines, Dans ce cas, ce seraient sur-
tout lee cerboxyles des acides aminés dicarboxyliques des pro-
téines qui aspureralent la liaison avec les bases de l'acide
nucléique,(16). XIRBY (20) a envisagé 1l'action de métaux biva-
lents, liés d'une part & la protéine, de l'autre & 1'AN; en
outre, des ponts hydrogéne neuvent contribuer & assurer la
ligison,

Généralement, cette lisison est considérée comme
fragiley elle est rompue per l'alcool, le chlorvhydrate de
guanidine, ou 1l'ébullition dehs du Nacl & I0 %#. (I6). ces
corps sont d'ailleurs employés pour slparer 1l'AN de la protéine,
Cependant, comme on constate ausel (5) qu'il est txde difficile
de débar:assey compldtement un AN de sa protéine on peut pen=-
ser qu'il existe plusieurs types de liaisonst: les unes, du type
ealin, avec dem fractione basiques de protéines, les sutres,
de nature moins connue, avec ce gqu'on a nommé & juste titre
"protéines réepiduelles', ces dexmpicéres étant les plus rémis-
tantes,

Toute étude dem NP doit tenixr compte de l'existence
et de l'importance, su niveau de la cellule vivante, de toutes
ces liasisons., Car on peut é€e demander ei l'acharnement mis par
les chimistes & obtenir dees AN totalement privés de protéines,
Justifié sur un plen strictement analytique, ne diminue pas les
chances d'observer des effete biologiques de ces substancee.

Il est en effet possible que de faibles quantitée de protéines
spéoifiques puissent protéger ou activer les AN des organismes
vivants, (21).




CHAPITRE III

L'extrection dee NP veut 8tre entreprise dans le but
soit dfobtenir des substaences dane un état aussi proche que
voseible de leur état neturel, soit de déterminer leur taux

dens un miligu donné,

| Dang un ces, il importe de maintenir tout au dong
de la préperetion, l'intégrité des molécules nucléiques, parfois
eu détriment du rendement: ce sera surtout dens cette optique
gue le chapitre II1I ek sera traité, 1'étude des particules
extraites faisent 1l'objet du chapitre IV,

Dans l'sutre cas, au contraire, il est nécessaire
dleffectuer une 1 écupération compléte de certains constituants
nucléoprotéiques: P, bapes, sucres, protéinees, au détriment
des structures moléoculaires complétement bouleversées,

Ce probléme sera envieagé dens le chepitre V.,

A) DIFFICULTES _D'EXTRATRE LES_NUCLEOFROTHINES A L'ETAT NATER 1

Llextraction de macromolécules & partir de tissus
animaux ou végétaux est infiniment plus difficile que l'extrac~-
tion de constituants élémentaires du type N, S8, P. En effet,
sl sgucun traitement ne peut modifier les propriétés de ces
dermieras &élémente; l'extraction de complexes macromoléculaires
doit, per contre, respecter entidrement l'arrangemert spatiel
et 1'intégrité des prinecipales fonctions chimiquesz de cem corps.

81 ces conditions ne sont pas satisfaitesm, on obtient
dee préperations plus oulmoina dénaturées, Or les facteurs de

dénaturetion sont nombreuxi

1) Pacteurs chimigues: l'urde, le formol, les traces

de métaux, les péroxydes; ...



Bn conséquence, les réactifs chimiques ttilisés doi-
vent @tre trds purst en perticulier, le phénol doit 8tre frai-
chement distillé et 1l'éther ne doit pas contenir de péroxydes,

2) Facteurs vhysiques et physico-chimigues?

Températures trop élevées, verietions emcessives de

Py de Fforce ioniguesess

%) Dégradations mécanigues des NP:

Les All et leg NP sont des pexrticules dont la lon=-
gueur est de-llordye du micyon et dont la lsrygeux n'est narfois
gque de ll'oxdre du milliéme de micyron. {n congoit done qu'elles
soient trés fragiles vis & vis des agents mécaﬁiques d'extrac-
tion. Il faudre done éviter des. broyeges trop violents ou pro-
lonéés, dee agitations trop intenses, &es surpressions hydro=- .

dyneniques,
4) Dégrsdetions enpymetigues:

8i l'on veut extraixre des NP sussi intactes gme péa—
gible, il importe d'empdcher pendent la préparation, toute
action engymatique, Or, des nucléases ou des protéases étant
présentes dans lee tissus vivants, il est nécessaire de les
inhiber. On peut, par exemple!

- travailler A baese température,

- fixer cer enmymes suy des adsorbante (bentonite).

~ employer dee poisonm ensymatigues (As, F ,
citrstes,..‘) ou des complexants (BDTAs o4 )

De plusg, oommeégﬁrtaina métaux catalysent l'mctiva-~
1LER
tion des enzymes, il faut'!les contacts des NP evec les surfa-

ces métalliques (broyears,...)

Compte tenu de toutes ces difficultés. il apparait
que l'extraction dee NP intactes oot délicete, De plus, une
méthode d'extraction est souvent établie pour un tissu donné
et peut ne pas s'appliguer & d'sutres tissus, La difficulté
dtétabliyr des méthodes générales a ainei emené l'apparition
d'un grand nombre de méthodes, ('est pourquei nous avone classé
ler procédée dtextraction en 2 catégoriest



- Les méthodes prévues pour l'extraction de NP A

pﬁrtir de tissus animaux, e eont, de loin, les plus nombreuses,

- Tes méthodems A'extraction alparfir de tispus végé-
taux, Elles sont besucoup plus rares, curtout lorsqu'il a'agit
de tissus de résexve, & métabolisme relenti,

Nous ne savons pag, a priori, si cerbtaines de ces
méthodes seront applicables avec succds aux différentes frac-~
tions histologiques du grain de blé, Mals nous avons fa2it ce=
pen&ant le soint des princivales toechnigues existentes, pensant
qu'en nous inspirsat de certainea d'entre elloe (vézétales ou
éventuellement, enimales), nous obtiendrons des résultets
positifs, sur le grain de bHlé,

Cette étude sfparée des méthodes enimales et végdtales
nous permetire aussi de moutrer le retaxd gui existe entre
lés techniques et les connaispances dens le domeine végdtal
ot le domaine des animaux et microorganismes,

B) EXTRACTION DES_NUCLEOPROTBINES

A_PARTIR DE TISSUS ANIMAUX 3

Elle peut 8tre pratiquée moit directement sur le
tissu broyé ou haché, solt aprds isolement des composants
subcellulaires qui contiennent ces NP, D'epxés LINDE et PRANTMARK.
(22), vien que des NP nucléaires sient pu 8tre isolées du thymus
de veau pane isolement préaleble dem noyaux, dans la plupart
des ces il eot préférable (si cela sme neut) de prépaver les
noyaux; nucléolesm, xibosmomes, lorsqu'on veut isoler dem NP
nuel.dadires, nucléolaires, ribomomales,,..

Cependant, comue ces techniques cont trde délicates
et généralement hors des moyens dont nous disposons, nous les
gignalerons yanidement:

I)

&) leolement des noyauxt: L'opération se feit par
contrifugation deep cellules dane une selution de esaccharose
24I=242 M (Méthode de chauveau).(ﬂz). Des noyaux ont pu ainsi
8tre isolée & partir du fole de rat, L'emploi de polymescderides

4 haut poids moléeculaive a permis de généraliper la méthode A
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On salt done qu'une grande partie des NP de grain de
blé peut 8tre obtenue par extraction 2 l'aide de solutions sa-
lines., G'est ce que pensent LALAND & al, (40) loraqutils sug-
gérent qu'une préparation de DIP est facile A obtenir evee le
blé (contraixaﬁant au cas du seigle) grfice & leur insolubilité
anparente dans NaCl 0,14 M.

Au sujet de le répertition histologique des NP dans
le grain de bLé = qui doit Btre en principe 1lfaboutissement de
notre étude = il n'y a pac de traveux qui sbordent franchement
cette question, samuf peut-8tre quelques traveux ruveses comme
celui de FURS0V (68). Ce dernier étudie la localisation de sube
stances organigues dane le grain (AN, protéines acides et basiques,
polysaccharides), au cours du repos du grein et de sa germina-
tion,

Un dexrnier travell peut &tre signelé.: c'est celui de
vasTn'mnvae (69) qui concerne le fractionnehent des protéines du
grain deo blé en 5 fractiona: globulines (30 %), histones (28 %)
protéines "mon~bistones" (I5 %), protéines acides (IO %), et
autres protéines (I8 ).

En conclugion, il apparait que la littérature nous
fournit bien peu de données quant & la résolution de notre
probléme d'extraction des NP du grein de blé. C'est pourguoi
1'6tude bibliographique deveit 8tre élergle aux tissus de végé-
taux sutres que les clérdamles et méme aux tissus animaux.








































CHAPITRE VI

P~ L —

e i i

Rous déplrons comnaitre la teneur d'un tiseu en com-
posée nucléigques, c'est-d-dire en AN et, si possible, ea pro-
téineg nucléigques de manidre & avoir une idée de la teneur du

tigen en NP et sussi, du taux d'AN dans les NP.

Pour cela nous sllong étudier comment dosex les AN.
Les méthodes sont clasesiguement connues et le dosage ne devrait
pee présenter de difficultés majeures rour nous & condition de
bien adepter les méthodes aux tissus étudiés.

Par contre. nous vexrons gue 1'évelustion des NP ou
de la frection protéine d'une HP est difficile & cause de l'in-
cortitudte qui régne sur la etructure et la composition des NP
de nombreux tissus,

I = CAS DES T1 g N £

Clest & pextir de ces tissus que les méthodes claes-
siques ont été élaboxées, slors que lee médthodem utilisées pour

les tiseue végétaux ne gont souvent que des adaptations,

A) METHODBS DfANALYSE DES_ACIDES NUCLEIQUES UTMILISENS AU _COURS

S Sy W iy i TS S W B o W T WTE W i b e S e e b 10 e o —

DEg_TECHNIQURS DE_DOSAGE !

1) 8¢ _gpect hotom : 3

Les AN en solution absorbent fortement la lumidre UV
entre 230 et 290 nm, (Cette propriété est due & la structure
eyelique et aux doubles lisisons conjuguées des bases puriques
et pyrimidiques, Blle n'est donec pas spécifigque des AN mais se
retrouve dans toutes les substances qui contiennent ces hases
et notanment dang les nucléosides et les nucléotides,
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957. Lea AN toteux sont extraits uniquement 3 chaud et & 90° C
plut8t que 70° ¢y vour perméttre une Elimination facile de la

turbidité, L'ADN Stent meeuré selon DINCHE, on peut déterminer
1'ARN par différence,.(42)

D'aprde MATSUSHITA (63): la méthode de SCIMIDT-THAN-
NHAUORR ne convient pas & l'embryon de rim caxr le dosage des

pentoses donne des résultats trop élevée.

Lo méthode ECHLEIDNR est inspplicable car la chaleur
provoque la dissolution de l'amidon, ¢¢ gqui rend la solution

girupeuse.

Enfin, la méthode OGUR & EOSRN semble convensble a
condition de faire des corrections quand le RNA est doed & par=
tixr de l'absoxption UV,

h'auteur a dosé les ARN de plusieurs graines & l'aide
pu phosphore=ARN en utilisant le facteur T0,49.

e &

MIEAILOVIE & al. constetent comme les autres chexcheurs,
que la méthode gechmidt-Thanchpuser donne des résultats Aiffé-
rente zelon quoe l'on dose le P ou lem pentoses. T.a méthode
Schneidex a l1l'inconvéniaent de provoguer wne diessclution de l'a=
midon & chaud. e méthede Ogur et Rosen permet seulement un
docpge de 1'ARN, dane le grain mlr, & condition de feire des
corrections lore des mesures d'absorption pour teniy compte des
impuretés protéiques, (62)

JENNINGS & MORTON dosent 1'ADN par l'istermédisire
du désoxyribose (méthode de Webb & Levy) et LYARN par diffé-
rence entre les AN totaux et 1'AnN. Lee AN totaux sont trouvés
par dossge du P, sachant que le DNA eh contient 9,9 ¢ ot le RNA
954 %. (146),

MATSUSHITA (63) utilise la méthode Ogur & Rosen pour
doser le RNA du grain de blé au cours de la matuwstion.

BovEDi® (65), BoURDET & PRILInT (66) et Furrzmr (67),
ont dosé les AV du grain de blé aineil que des fractions protéie
quen gqu'ile ont isolées: slbumines, globulines, glisdines, glu-

télines et gluten,





















LARG =

4) Etude des protéines aseoéiées-aux ARt
- fractiorinement &t CMC, Amberlite,...
- fractionnement sur Béphadex.
- élactrophorése.
- recherche de caractdres suscevtibles de différen-

cier les blée au point de vue génétigue, ou su point de wvue
de leur utilisation technologigue ultérieure,

. ~. »echerches de rehselgnemente nouveaux au sujet de
la phyesiologie du grain: meturation, dormance, germination,

emploi de fextilisants.
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