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RÉSUMÉ 

Des désoxyribonucléoprotéines et des histones purifiées ont été isolées de différentes régions 
du grain de blé et particulièrement du germe. Pour ce qui est de la composition chimique et des 
propriétés physiques, on obser ve une grande similit ude entre ces protéines et leurs homologues 
animales. En revanche, l'étude de l'hétérogénéité électrophorétique met en évidence une certàine 
originalité des histones du blé. Ces protéines restent cependant peu évolutives et leur intérêt au 
p lan de la génétique des blés demeure limité. Les h istones constituent, par contre, une voie 
d'approche particulièrement féconde en physiologie végétale, en raison de leur rôle fondamental 
a u niveau de la répression de l'activité des gènes. 

Mots clés : blé, histone, nucléoprotéines, physiologie. 

I. - INTRODUCTION 

Depuis toujours, les hommes ont été frappés par la remarquable possibilité des 
êtres vivants de se reproduire identiques à eux-mêmes. Une t elle invariance repro­
ductive ne peut matériellement s'expliquer que par l'existence d'une unité biologique 
renfermant la totalité des informations nécessaires et assurant le contrôle et la régula­
tion du phénomène. On sait aujourd'hui que cette unité biologique est constituée 
par les acides nucléiques et particulièrement par !'ADN . 

Comment expliquer alors que, clans un organisme supérieur, une cellule différen­
ciée, qu'elle soit nerveuse, sanguine ou glandulaire, puisse posséder la totalité de 
l'information de l'individu tout en n'en utilisant que la très faible partie nécessaire 

(1) Cc travail a fait l'objet d'une thèse de Doctorat d'É tat ès-Sciences naturelles préparée sous la 
direction de M. A. B OURDET, Directeur de Recherches à l'i. N. R. A., e t soutenue le 2 0 juin 1973 à 
l'Université de Paris VI, sous la présidence de M. R. U1.n1c11, Professeur. 
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à sa fonction ? Comment expliquer que tel gène, bien que présent dans tout l'orga­
nisme, n'exerce son activité que dans telle cellule et non dans telle autre, et encore 
à certaines occasions seulement ? 

Force est donc d'admettre qu'il existe ur. facteur régulat eur qui sélectionne les 
informations devant être exprimées et qui empêche la transcription des autres. 
Comme l'a souligné V E NDRELY (1967), les meilleurs candidats pour ce rôle de régula­
teur génique sont actuellement les histones, c'est-à-dire les protéines basiques appa­
remment associées à l'ADN, sous forme de complexe désoxyribonucléoprotéique, 
dans les noyaux cellulaires cles organismes eucaryotes. 

Cependant, malgré les innomhrah!es travaux effectués et les nombreuses hypo­
thèses forJT. ulées au sujet de la responsabilité des histones dans la répression de 
l'activité des gènes, ainsi d'ailleurs que dans le maintien de l'intégrité structurale 
de la chromatine, il faut reconnaître que la fonction précise des différents composants 
histones reste encore très mal connue. 

Par ailleurs, la majeure partie des travaux antérieurs relatifs aux désoxyribo­
nucléoprotéines et aux histones n'a guère concerné jusqu'ici que le secteur animal 
et principalement un organe très riche en composés nucléiques, le thymus de veau. 
Chez les végétaux, la connaissance des histones, qui ne s'est véritablement développée 
que depuis 1968, demeure très en retard sur celle de leurs homologues animales et 
a été essentiellement orientée vers les tissus à métabolisme intense, peut-être au détri-
ment des organes de réserve. · 

Il n'était clone pas sans intérêt d 'entreprendre une étude physico-chimique des 
désoxyribonucléoprotéines et des histones d'un organe végétal important tel que le 
grain de blé. E n effet, le blé lui-même n'a,·ait été, de ce point de vue, l'objet d'aucune 
étude approfondie et, à notre connaissance, aucun travail d'origine française intéres­
sant di rectement les histones végétales n'avait encore été rapporté. 

C'est donc en nous appuyant le plus souvent sur des travaux similaires du domaine 
animal que nous sommes parvenus à isoler du grain de blé, et particulièrement du 
germe, les désoxyribonucléoprotéines et les histones. Nous avons déterminé quelques­
unes de leurs caractéristiques physico-chimiques afin de dégager des conclusions quant 
à leur originalité vis-à-vis des protéines animales homologues. Nous avons ensuite 
appliqué ces données à des études de nature essentiellement physiologique afin de : 

- donner un aperçu de l'évolution des hist ones au cours des transformations 
physiologiques du grain, 

- mettre en évidence leur éventuelle variabilité au niveau de quelques espèces 
et variétés, 

- émettre enfin certaines hypothèses quant au rôle biologique possible de leurs 
différents composants. 

II. - MATÉRIEL ET MÉTHODES 

r . - É clta11t illo11s étudiés 

En raison des importantes quantités de matériel requises pour les études physico-chimiques, 
les protéines dont il est fait état ont été le plus souvent isolées du germe de blé industriel. Cette 
région du g rain cons titue en effet un matériel idéal en raison <le sa faible teneur en substances de 
réserve insolubles et de sa richesse relative en constituants nucléiques; contrairement au grain 
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de b lé total qu i ne contient q ue o, ro p. r oo cl 'ADN et à l'albumen qui n'en contient que 0 ,05 p. 100, 
le germe renferme plus de 1 p. 100 cl' ADN. 

En revanche, les études physiologiques ont été condui tes à partir d'un matériel mieux défini 
et p lus diversifié : grains en cours de ma turation et de germination, différents tissus du grain, 
germes de différents types de blés et de céréales. 

2. - Jsoleme11t des diso:ryribo1111cléoprotéi11es (DNP) et des histo11es 

Il a pu être réalisé selon deux principes différents. 
L'un fait intervenir un isolement préalable des noyaux cellulaires par pulvérisation clu tissu 

en milieu glycérol, filtration et centrifugation différentielle (sédimentation il 300 g). A partir d 'une 
telle préparation de noyaux, il est a lors aisé de séparer les différents constituan ts nucléaires, 
comme le montre la figure 1. Si l 'on évite toute dégradation enzymatique, cc procédé apparaît 
très sûr quant ü l'isolement de protéines représentatives du ma tériel nucléaire. i\Iais son inconvé­
nient est de ne fournir que de très faibles quantités de DNP en raison d u faible rendement de l'iso­
lement des noyaux cellulaires, phénomène assez général dans les t issus végN:aux, dû aux mem­
branes cellulosiques. 

/ Exlroi1 
Suc nucléoir• ( g lobuli n~s nuciéoir ~s) } 

pa r No Cl 0,14 M. 

Ribosom.,s nucléoireis 

M~mbrone nucléaire : in sol. No O H 0,1 N 
Insolu b l e dons 

: protéines sol. No OH 011 N 

Un e rroclion protéique de Io 

chromolin• : sol. No OH 0,1 N 

Histones : sol. HCI 0,25 N 

D NP Protéine résidue lle 

insol. HCI 0,25 N 

ADN : insol. HCI 0,25 N 

No Cl 1M 

Extrai t 

por 

No Cl 1M 

Fac. 1. - Schéma tl' 1111 11oya.11 cel/11lairc. Caraclérisliq11cs de so/11bilité de ses co11stit11a11ts. 

L'au tre procédé est fondé sur les seu les propriétés de solubilité des DNP et utilise le principe 
de l\IiRSKY et POLLISTER ( 1942), c'est-à-dire l'extraction différentielle des ribonucléoprotéines 
et autres protéines cytoplasmiq ues en milieu NaCI o,q l\I, p uis des DNP en milieu salin concentré. 
L 'intérêt de cette méthode est de conduire à des préparations de DNP très purifiées avec un ren­
dement élevé (de l'ordre de 90 p. 100). Cent grammes de germes permettent donc d'obtenir 
environ 2,2 grammes de DNP purifiée. E n revanche, on ne peut être assuré a p1·iori de l'intégrité 
des DNP isolées, car le séjour en milieu sa lin concentré est susceptible de provoquer des d issocia­
tions entre !'ADN et les histones et, par suite, des réassociations non natives. Notre choix s'est 
cependant porté en faveur de cc second procédé en raison des rendements élevés qu'il permet et 
de l'identité apparente entre les p rotéines obtenues et celles isolées des noyaux cellulaires. 

La fraction protéique basique de la DNP, c 'est-à-dire !'histone, est alors simplement obtenue 
par traitement acide des préparations de DNP, la fraction acido-insoluble correspondan t à J' ADN 
et aux protéines dites rés ici uclles. 

3. - Électrophorèse des histo11es 

La séparation électrophorétiquc est effectuée selon une technique inspirée de celle de PANYIM 
et CHALKLEY (1969) dans un gel de polyacrylamide préparé par mélange des 3 solutions mères 
suivantes : 
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{ 

Acrylamide Eastman Kodak ....... .. ........................ . 
Solution A NN'-méthylène-bis-acrylamide ............... . ...... ... ....... . 

Eau distillée q.s.p. . ................ . ........................ . 

{ 

NNN'N'-tétraméthyléthylènediamine (TEi\IED) ................. . 
Solution B Acide acétique glacial ....................................... . 

Eau distillée q.s.p. . ......................................... . 

{ 

Persulfate d'ammonium .......................... . ....... . . . . . 
Solution C Urée (_10. i\1) , soit ... . ........ . ................... .. ....... . . . 

Eau distillée q.s.p. . ......................................... . 

60 g 
2 g 

100 ml 

5,15 ml 
43,2 m l 

1ooml 

o,2g 
6og 

10oml 

Le gel est obtenu en réunissant les 3 solutions A, B, C dans les proportions 20, 10, 50, p uis 
en versant le mélange dans un moule démontable de qo X 160 x 3 mm. Après polymérisation, 
il est immergé durant une nuit dans I litre d 'acide acétiq ue 0,9 N également utilisé comme milieu 
des bacs à électrodes. Sa composition est alors la suivante: Acrylamide I5 p. IOO, NN'-méthylène­
bis-acrylamide 0 ,5 p . I OO, urée 6,25 M. Le pH est de 3,2. 

Après 2 heures de précourant à 7 V/cm, la solution d'histone (concentration 0,75 p. 100 dans 
l'urée IO l\'l) est déposée au moyen d'un papier filtre de IO X 3 mm inséré dans le gel. 

La migration a lieu durant 4 h 30 à 7 V/cm (approximativement I 2 mA/cm0 de section de gel). 
La distance de migration est alors voisine de IO cm. 

Les protéines sont colorées durant 30 mn au moyen d'une solution d'Amidosch warz IO B à 
0,1 p. 100 dans l'acide acétique 7 p. IOO et l'éthanol 20 p. 100. La décoloration s'effectue par 
immersion dans l'acide acétique 7 p. IOO. 

4. - Chromatographie d'échanges d 'ions 

E lle a été réalisée sur colonne de carboxyméth ylccllulosc. L'éch angeur, préalablement purifié 
par lavages successifs dans NaOH 0,5 N, H 00, HCl I N, H 00, est mis en suspension dans le tampon 
formiate de sodium 0,03 M, pH 4,8 (JOHNSON, DRIEDGER et :VIARKO, I964), introduit dans une 
colonne de 25 X 1 cm, puis lavé par 150 ml de tampon. 

On dépose alors sur la colonne 3 ml de tampon dans lequel on a dissous 100 mg d'histone. 
L'élution est réalisée par 70 ml de tampon, puis par un gradient linéaire de NaCI au moyen d'un 
dispositif de type Varigrad contenant dans les compartiments 1 et 2 respectivement IOO ml de 
formiate 0,03 M et 95 ml de NaCl 2 M. 

L'absorption de l'effluent est mesurée en continu à l'aide d'un Élugraphe, simultanément 
à 274,5 nm (histones) et à 260 nm (impuretés nucléiques). Les fractions d'un même pic sont ensuite 
réunies, précipitées par addition d'un volume égal d'acide trichloracétique à 30 p. 100 puis 
séchées après lavages par l'acétone-HCI et l'acétone. 

5. - Précipitation fractio1111éc par l'acétone 

On dissout 250 mg d'histone dans 20 ml d'eau . On y ajoute 3 volumes d'acétone et 0,1 ml 
d'HCI concentré. Le précipité formé est centrifugé 10 mn à 18 ooo tr/mn. Au surnageant obtenu, 
on ajoute de l'acétone par fractions de IO ml en séparant par centrifugation le précipité obtenu 
à chaque opération. En poursuivant jusqu'à 8-10 volumes d'acétone on obtient, à partir de !'his­
tone totale, une succession de fractions de constitutions différentes. 

6. - NI ét11odes analytiques diverses 

L'azote total est dosé scion la méthode de Kjeldahl avec le catalyseur CuS0,1-K0S04 (1/10). 
Les acides aminés sont séparés et dosés à l'auto-analyseur Technicon, selon la méthode de 

MOORE et STEIN (I954). 
Dans le cas d'un matériel purifié, les acides nucléiques sont déterminés par h ydrolyse per­

chlorique, spcctrophotométrie ultraviolette et colorimétrie du désoxyribose. Dans le grain de blé 
et ses différentes régions, on a effectué la moyenne des résultats fournis par quatre méthodes 
distinctes de détermination, comme nous l'avons rapporté antérieurement (AUTRA!': et BOURDET, 
197I a). 
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III. - CARACTÉRISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES 

I. - Composition chimique des DNP 

Les DNP purifiées renferment 40 p. 100 d'ADN, r,5 p. 100 d'ARl~ et 58 p. roo 
de protéines dont les 3/4 sont acido-solubles (histones) et le r /4 acido-insoluble (pro­
téines résiduelles). La proportion d'ADN est du même ordre de grandeur que chez 
les DNP animales. La reproductibilité de cette valeur de 40 p. 100 entre différentes 
expériences et même divers procédés semble constituer un argument en faveur du 
fait que la « désoxyribonucléoprotéine » ainsi isolée n'est vraisemblablement pas un 
artefact de préparation tel qu'un mélange d'ADN et de protéines ayant, par hasard, 
précipité simultanément, mais bien une nucléohistone dont l'intégrité physico­
chimique est respectée. 

La faible t eneur en ARN (1,5 p. roo) existe toujours dans les préparat ions de 
DNP. Nous ignorons s' il s'agit ici d'une impureté résiduelle ou si cet ARN est nor­
malement impliqué dans la structure de la DNP tel que !'ARN de la chromatine 
signalé par BONNER et HUANG (1966), qui serait responsable de la reconnaissance 
des sites de !'ADN. 

2. - Caractéristiques de solnbilt'té des DNP 

Les DNP du germe de blé, tout comme leurs homologues animales, apparaissent 
solubles à la fois en milieu salin concentré et dans l'eau pure et présentent donc un 
minimum de solubilité pour les concentrations isotoniques de la cellule (NaCI 0,14 M). 
Les solutions de DNP présentent t ouj ours une viscosité t rès élevée et leur précipita­
tion se produit généralement sous forme d'épaisses fibres. En outre, ces solutions 
présentent une intense absorption ultraviolette. Le spectre, qui traduit simultané­
ment la présence d'ADN et de protéines, apparaît en fait très proche de celui d'un 
ADN pur car le coefficient d'e:\.'i:inction des histones est environ 80 fois plus faible 
que celui de l'acide nucléique. Toutefois, le maximum d'absorption de la DNP reste 
inférieur d'environ 17 p. roo à celui de !'ADN libre, du fait de l'existence probable 
de liaisons entre les histones et !'ADN, entraînant, pour les groupements chimiques 
impliqués dans l'absorption, un moindre degré de liberté. 

Finalement, pour ce qui est des différentes propriétés physico-chimiques dont 
nous venons de fai re état, on ne peut que conclure à une grande sinùlarité entre les 
DNP de germe de blé et les complexes homologuc>s étudiés jusqu'ici chez de nom­
breux tissus animaux et chez quelques végétaux. 

3. - Composition des histones 

L'analyse des histones, c'est -à-dire des fractions basiques isolées par traitement 
acide de la DNP, met en évidence un t aux d'azote de r5,8 p. roo et donc, en principe, 
une pureté protéique proche de 100 p. roo. Toutefois, comme cela fut déjà rapporté 
dans le cas du thymus de veau, les préparations contiennent des t races d'ARN et 
de phosphore, élément dont l'origine pourrait être recherchée notamment dans les 
formes phosphorylées de certains acides aminés tels que la sérine. 
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Si l'on étudie la composition en acides aminés, on note, comme chez les autres 
histones, une grande richesse en acides aminés basiques (25 p. lOO des acides aminés 
totaux) et une absence quasi totale de cystéine et de tryptophane. Ce dernier carac­
t ère explique l'alJure particulière du spectre ultraviolet : contrairement à celui de 
protéines classiques, telles que la sérumalbumine dont le maximum se situe à 278 nm, 
celui de !'histone de germe est à 274,5 nm, car il est essentiellement le fait de la tyro­
sine. 

Toutes ces propriétés caractérisent en fait la plupart des histones. Elles ne 
mettent pas vraiment en évidence d'originalité pour !'histone de germe de blé. D'où 
l'intérêt d'examiner à présent les résultats fournis par les techniques de fractionne­
ment. 

4. - Constitution protéique des histo11cs 

L 'électrophorèse en gel de polyacrylamide met en évidence (fig. 2), pour !'histone 
de germes, 7 composants principaux, contrairement à !'histone de thymus de veau 
prise habituellement comme référence, qui n'en possède que 4 ou 5. Ces derniers sont 
d'ailleurs aisément identifiables d'après les travaux de FAllrBROUGH et BoNNER 
(1969) et de PANYIM et CHALKLEY (1969). Selon la nomenclature de JOHNS et al. 
(1960) , on retrouve les fractions : F, dimère, F,, F, + F,b, F,a, et F,a., respective­
ment par ordre de mobilité croissante. Selon la nomenclature de LucK et al. (1958), 
les composants correspondants sont : III dimère, I, III + IIb,, IIb0, IV. 

Composants de !'histone de germe : 

1) 

(2) 

Fractions de !'histone de thymus : 

76 5 
H ,t, 

F d.t' 
3 1mcrc 

t 
F, 

1 
.j, 

F3 + tF0b Î F~1 
F:a: 

F ic. 2. - Diagrammes électrop!iorétiques eii gel de polyncrylamide 
d'1111e Jzis/011e de gcr111e de blé (1) d d'1111c Jzisto11e de tlzy11111s de vea11 (2) 

La constitution de !'histone de germe étant t rès différente de cette dernière, il 
est impossible de reconnaître directement ses composants, sauf peut-être dans le cas 
de la bande frontale qui semble commune aux deux lùstones. D'où l'idée de t enter 
d'isoler séparément les différents constituants électrophorétiques afin de les analyser 
et de conclure quant à leur éventuelle homologie avec des types connus, comme l'ont 
fait récemment DE LANGE et al. (1969) sur !'histone de pois. 

Cet isolement a été réalisé ici en conjuguant la chromatographie sur carboxy­
méthykellulose et la précipitation fractionnée par l'acétone. Le précipité obtenu 
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entre 5 et 8 volumes d'acétone correspond ainsi au composant n° I; le pic 3 de cluo­
matographie de la fraction précipitée entre 3,5 et 4,5 volumes d'acétone s'identifie 
à la bande no 2; le précipité recueilli entre 3 et 3,5 volumes d'acétone renferme les 
composants n° 3 et 4; enfin, le pic I de chromatographie regroupe les bandes n° 5, 
6, 7. 

La figure 3 montre le comportement électrophorétique de ces quatre principaux 
constituants comparativement à une histone totale et à une histone reconstituée. 

-

(1) (2) (3) (4) (5) (6) 

Fic . 3. - I solement des principaux composants de l'histonc do germe do bU 
Diagrammes élcctrophorétiqucs d'une his tone totale témoin (r), des composants 

de types F1 (2), F,b (3), F,a, (4), F,a, (5) et d'une histone reconstituée (6) . 

La composition en acides aminés de ces fractions (tabl. r), ainsi que diverses 
observations relatives à l'affinité pour !'ADN, au caractère hydrophobe, au rapport 
e/m de la charge électrique à l'encombrement moléculaire, permettent alors d'iden­
tifier, ou plus exactement d'apparenter, ces fractions à des catégories classiques de 
composant s histones. 

Ainsi, le composant n° r , qui apparaît le plus apolaire et le plus fortement lié 
à !'ADN , présente une mobilité et une composition en acides aminés presque iden­
tiques à celles du composant F ,a, ou histone IV. Il faut rappeler que DE LANGE et al. 
(1969) ont trouvé, pour cette histone, des structures primaires extrêmement voisines 
dans le thymus de veau et dans le pois. Il pourrait bien en être de même avec le germe 
de blé, ce qui irait dans le sens d'une certaine universalité de cette fraction, même au 
niveau d'organismes très éloignés. 

Des considérations analogues permettent d'apparenter le composant n° 2 au 
groupe des histones F 2a2 , bien que l'analogie soit moins étroite qu'avec le type F 2a 1• 

Cependant, ce composant apparaît fréquemment associé à une bande de mobilité 
moyenne qui s'accroît par oxydation et qui s'efface après réduction de !'histone. 
Cela, associé à la présence de traces de cyst éine dans le composant n° 2, suggère qu'une 
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fraction de type F, , ne figurant chez le germe qu'à l'ét at de traces, puisse exister, 
soit sous une forme dimère (oxydée), soit sous une forme monomère (réduite) qui vien­
drait contaminer le composant n° 2, dans nos conditions d'électrophorèse. 

TABLEAU I 

Compositio11 e11 acides amrnes 
(en moles d'acide am iné pour 1 00 moles des acides aminés présents) 

des 4 f ractions principales de l' histone de germe de blé 

Histone Bande 1 Bande '.! 
totale t ype • F2a 1 • t ype " F2a2 • 

de germe ou ou 
de blé GAR-his tone A LR-his tone 

Acide aspar tique A '•,5 5 ,fi tf ,2 
Thréonine ...... ... 5,G 6/ 1 G,0 
Sérine ........ . . . .. '•/• 2,7 1,,2 
Acide glu tamique A 7,fi 7/1 9,0 
Proline ... ......... 7,5 2,0 5,S 
Glycocolle . . . . . . . . . 8,0 13,8 S,G 
Alanine ........... 1 :3,0 8,2 1::?,5 
Valine ... .. ...... . 5,!J 8,!l 6,0 
Cystéine ........ ... 0 0 tr . 
l\lé thionine ........ tr . 0/1 0/1 
lsoleucine .... . . . . . 5, I G,4 5,5 
Leucine . . .. . . . . . .. 8, I 8 ,4 !l, 1 
T y.-osine ...... . .. . 2, 1 3,!l 2, 1 
Phén ylalanine .. . .. . 2/ 1 2,7 3/1 
Lysine . . ...... } 15,!l 8 ,2 9,1 
His~ i~inc . . . . . . B ·1,s 2,1 :!, I 
Arg11une . ... . . 8 •) 12,8 11,6 ·-

1 

Lys./Arg. l ,SG 0,G4 0,8 1 . ....... . . 
Acides A .. . ....... 1~ . 1 1:i,o l !l,2 
Basiques B .. . ... . . :.?5,:l 23, I 23, l 
B/A ·· ······ ·· ····· '.! ,09 1,78 1,ï5 
Polaires (1) .. . ...... 115,G '•3, I 1,1.,t. 
Apolaires (2) .. .... . 2!!,0 28,8 30,2 
Pol./Apol. .. .. . . ... 1,57 1,50 1/ 17 

( 1) Acides aminés po!a :rcs : As ;:>, Thr, Sér , Glu, Lys, Arg. 
(2) Acides aminés apolaircs : Pro, Val, ~lét , Ile, Leu, Phé. 

Bandes 3, 11 Bandes 5, G, 7 
type • F2b • type • F 1 • 

ou ou 
SLl~-histone VLAR-his tone 

-
5,5 3,8 
5,5 G,3 
6 ,2 5/t 
8,0 5,5 
(i,8 !l,7 
7,7 6,8 

F1 , l 19,8 
6,ï 5,4 

0 0 
0,5 0 
5/1 3,4 
G,G 5,8 
:!, I ·1,4 
2,5 " ? -·-

J.1 ,8 16,3 
1,9 ·1,!l 

1 
5,G 5,7 

j 
1 :!,üt1 '.! ,86 

13,5 9,3 
22,3 23,9 

l ,G5 2,5ï 
115,7 '•3,0 
28,5 26,5 
1,60 1,62 

Le groupe n° 3, 4 apparaît riche en lysine et en sérine. Son dédoublement, son 
caractère polaire et sa composition en acides aminés permettent de le classer dans le 
type F 2b, encore appelé IIa chez les végétamc 

E nfin, les composants 5, 6, 7, qui constituent le groupe le moins chargé et 
le moins lié à !'ADN, peuvent être rapportés au type F i. habituellement très riche en 
lysine et alanine. 

Il apparaît donc, dans !' hist one de germe, à la fois des analogies et des dissem­
blances de constitution avec les histones antérieurement étudiées. Parmi les dissem-
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blances, on relève principalement les suivantes. La présence, à l'état de traces seule­
ment, d'histone F,, pourrait expliquer à la fois une plus grande solubilité et une plus 
faible affinité pour !'ADN de !'histone de germe. L'absence de type F ,, très indivi­
dualisé, entraîne l'existence d'un large groupe F, + F 0b aux propriétés assez homo­
gènes. 

Donc, bien que présentant une complexité électrophorétique du même ordre 
et parfois supérieure à celle de ses homologues végétales et animales, !'histone de 
germe de blé apparaît faiblement différenciée sur le plan des propriétés physico­
chimiques de ses composants. 

Comment expliquer cette originalité? Contrairement à BUTLER, JOHNS et 
PHILLIPS (1968). nous ne pensons pas qu'il faille l'attribuer au caractère embryonnaire 
du germe, car les histones d'embryon de pois, selon FAMBROUGH, FUJIMURA et 
BONNER (1968), et de riz (IwAI, 1964) apparaissent normalement différenciées. Il 
ne semble pas non plus s'agir d'un caractère spécifique des céréales, car les histones 
de seigle, selon ]OIL'\' et NEIL ]ON'ES (1970), sont de type classique. Il est donc encore 
difficile de faire le lien entre ces différentes observations en raison du trop faible 
nombre de travaux sur les histones végétales. 

Dans l'ensemble, cependant, malgré l'originalité de !'histone de germe de blé, 
l'idée qui se dégage est celle d'une relative similitude avec les protéines homologues 
des autres organismes végétaux et même animatLx. Globalement, les lùstones appa­
raissent donc comme des protéines peu évolutives, ce qui permet de penser que la 
majeure partie de leur structure est indispensable à leur activité biologique. Toute 
hypothèse visant à élucider cette activité devra donc nécessairement tenir compte 
de cette caractéristique exceptionnelle. 

IV. - ASPE C'rs PHYSIOLOGIQUES DE LA CONSTITU'rION DES HISTONES 

Les différentes observations rassemblées précédemment, particulièrement au 
sujet de la constitution protéique des histones, ont été appliquées à l'étude de quelques 
problèmes intéressant la physiologie du grain de blé. 

L'intérêt de cet aspect se justifie par le rôle actuellement attribué aux histones 
dans le contrôle de l 'expression des gènes. Les modifications qualitatives ou quan­
titatives éventuellement apportées à la constitution de ces protéines au cours des 
transformations physiologiques du grain sont, en effet, susceptibles de fournir indi­
rectement de précieuses informations sur la fonction des lùstones elles-mêmes ou 
de certains de leurs composants. 

C'est pourquoi, après une étude préalable concernant différents tissus du grain, 
nous nous sommes intéressés atLx phénomènes de maturation et de germination ainsi 
qu'aux différences d'ordre génétique. 

r. - H1:stones isolées de différents tissits dit graù1, 

Le protocole d'isolement des DNP et des histones a été appliqué à différents 
produits de la mouture semi-industrielle du grain, qui correspondent grossièrement 
à des régions de ce grain : la farine, représentative de l'albumen, les fractions inter-
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médiaires, dites remoulages, riches en fractions périphériques et en parois cellulo­
siques des cellules de l'albumen, les sons, correspondant aux enveloppes externes. 

Si l'on examine les protéines acido-solubles isolées des DNP de ces différents 
tissus, on observe que leur constitution diffère de celle de ]'histone de germe ; les 
différences qualitatives correspondent, d'une part, à la perte des fractions F, dans les 
tissus périphériques ainsi que dans le grain total, perte que l'on pourrait attribuer 
à une insolubilisation sous l'influence de composés de type polyphénol, au cours des 
purifications de la DNP. D'autre part, par rapport à ceux de l'histone de germe, les 
diagrammes renferment des fractions supplémentaires de faible mobilité, que nous 
avons assimilées, après isolement et analyse des acides aminés, à des globulines nu­
cléaires constitutives du suc nucléaire. Dans le germe, ces protéines sont normale­
ment éliminées en milieu o,r4 M, tandis que clans les autres tissus du grain, en 
raison de la dégénérescence des cellules qui accompagne la maturation, elles seraient 
incomplètement extraites et viendraient clone contaminer l'histone. 

Si l'on considère alors les seuls composants de nature histone, on ne peut not er 
aucune différence qualitative,mais t out au plus une différence quantitative entre, 
par exemple, le germe et l'albumen; les fractions de mobilité élevée sont relativement 
moins importantes dans l'albumen que dans le germe. Cette observation rejoint 
d'ailleurs celles de F Al\IBROUGH, FUJil\IURA et BoN::mR (r968) qui, dans le pois, notent 
également que la fraction F, est moins représentée dans les organes embryonnaires 
que dans les organes différenciés. 

On a noté, par ailleurs, une relation entre les histones et les fractions protéiques 
classiques définies selon OSBORNE (r907). Ainsi (fig. 4), les globulines (salino-solubles) 
de l 'albumen du grain renferment une importante fraction histone très proche de 
celle isolée des DNP. De même, après purification des gluténines de germe, appàraît 
une fraction histone identique à ceJle isolée des DNP du même tissu (AuTRAN et 
BOURDE'!', r 970). 

(1) 

(2) 1 I 
(3) 1 . 

(4) 

F1G. 4. - Diagrammes électrophorétiqucs des proléi11es acido-so/11bles isolées de DN P de germ e de blé ( 1 ), 
de gluttnùre purifiée de germe (2 ), de D N P de farin e (3) el de g/ob11li11e 110 11 purifiée de farine (4). 



m sToxr::s DU GRArn DB BLÉ II 

En revanche, vraisemblablement en raison des différences d 'accessibilité aux 
solvants de ces différents tissus, ni les globulines de germe, ni les gluténines d'albumen, 
iù d'ailleurs les fractions albumines et gliadines, ne contiennent d'histone. 

2. - É volution des ht:sto11es an cours de la maturation dtt grain 

L'analyse électrophorétique (fig. 5) des histones isolées de grains en cours de 
maturation fait apparaître une évolution significati,·e. 

Les premiers prélèvements (douzième et seizième jour après la fécondation) 
ne montrent que des fractions rapides F 0a et F 0b. 

(1) (2) (3) (4) (5) (6) 

Fic. 5. - Diagrammes éleclrophorétiqucs des hislo11cs isolées de gmi11s tic b/Js e1i cours de 111nt11ratioa 

Nombre de jours apr~s la f~condation : (r) 12 j ; (2) 16 j ; (3) 23 j ; (.1) 30 j ; (5) 41 j ; (6) 52 j 

A partir du vingt -troisième jour, des composants de faible mobilité commencent 
à apparaître pour aboutir, au cinquante-deuxième jour (grain mûr) au diagramme 
classique de l'lùstone. 

Si l'on néglige la conta mination inévitable par les globulines nucléaires et dans 
la mesure où les protéines isolées représentent bien les entités biochinùques mobi li­
sées au niveau de l'ADN, on constate que le jeune grain est pauvre en histones et 
que les nouvelles fractions (type F ,) n 'apparaissent que vers les derniers st ades de la 
maturation. 

On peut donc imaginer que le ralentissement des synthèses lié à la maturation 
du grain s'accompagne d'un accroissement des protéines appelées à réprimer les 
nombreux gènes dont l'activité est devenue inutile et même nuisible pour la plante. 
E n outre, ces protéines apparaissent essentiellement représentées par des histones 
F ,. 
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Ces observations s'accordent donc à celles de FAl\IDROUGH, FUJll\ruRA et BoN­
NER (1968) en ce sens que les fractions les plus riches en arginine (type F,a), qui n'ap­
paraissent pas influencées par la maturation, pourraient jouer un rôle dans la struc­
ture de la chromatine ainsi que dans la répression permanente de certaines séquences 
de !'ADN. Inversement, les histones F,, plus riches en lysine, pourraient être respon­
sables d'une répression temporaire. Leur rôle serait clone essentiellement fonctionnel ; 
elles sembleraient constituer des outils efficaces de régulation de l'activité des gènes. 

3. - Évolution des liislo11es an cours de la germi11ati:on 

Cette étude a été réalisée à la fois à partir de grains en cours de germination 
normale et d'embryons, préalablement isolés, en cours de germination sur milieu 
nutritif. L 'isolement des histones à partir de ces différents matériels montre que, 
contrairement à ce qui a lieu durant la maturation, il y a ici abaissement progressif 
de la quantité d 'histones. 

Plus précisément, on observe l'évolution suivante. Durant les premières 24 heures, 
aucun changement n 'apparaît, ce qui peut s'accorder avec le fait qu'au cours de cette 
période il n'y a pas de transcription de nouveaux ARN messagers, la synthèse pro­
téique ét ant programmée par des ARl~ messagers déjà transcrits et consenrés dans 
l'embryon sec. 

Le demcième jour, il y a disparition des histones F., ce qui pourrait signifier 
qu'il y ait libération des sites de l'ADN représentant les gènes devant être activés. 
En fait, il semble très difficile de conclure à partir de cette observation, car le méca­
nisme de la dérépression, certainement plus complexe, pourrait faire intervenir, 
non pas une simple libération des sites, mais plutôt une modification des histones 
n'impliqua nt pas leur départ, par exemple par phosphorylation de la sérine, acétyla­
tion de la lysine, thiolation, ou encore intervention des p rotéines non-histones de la 
chromatine en tant qu'antagonistes des histones. 

A partir du troisième jour, il y a disparition des composants F,a et F,b. Selon 
nous, ce phénomène pourrait correspondre à une hydrolyse, liée à la dégradation 
des divers constituants des tissus du grain, la présence d'un composant très rapide 
venant à l'appui de cet te hypothèse. 

Finalement, après 3 jours de germination, les protéines isolées de la DNP ne 
correspondent plus qu'aux fractions contaminant es de !'histone (globulines nuclé­
aires), tandis que la réapparition de fractions rapides au quatrième jour traduit 
certainement le développement en quantité significative des tissus de la plantule. 
Les histones de ces tissus, que nous avons étudiées séparément, sont d 'ailleurs repré­
sentées essentiellement par des fractions F 2a et F 2b et dépourvues de fractions F 1, 

ce qui confirme l'absence, déjà signalée, de ces histones dans les tissus à métabolisme 
intense. 

4. - I 11 fiuence des caractéristiques génétiques 

Cette étude, dont l'objet ét ait de mettre en évidence une éventuelle spécificité 
génétique des histones, a été réalisée à partir d'une trentaine de variétés des espèces 
aes#vuni, compactmn et d11rum du genre Tritiwm, puis étendue à quelques autres 
genres (Horde11m, Secale, A egilops). 
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Comme nous l'avions précédemment rapporté (AuTRAN et BOURDET, 1971 b), 
la comparaison des diagrammes électrophorétiques de ces histones montre qu'entre 
variétés d'une même espèce (fig. 6) aucune différence significative ne peut être 
relevée. 

Si l'on compare différents genres, on n'observe que des dissemblances limitées 
et intéressant les seules fractions F ,. Les autres fractions (F2a et F,b) ne présentent 
aucune spécificité au niveau de ces genres de végétau.\:. Donc, contrairement à quelques 
travaux déjà anciens (JOHNS et BUTLER, 1962; VENDRELY, GENTY et Co1RAULT, 
1965), qui laissaient entrevoir une certaine spécificité pour les histones, nos résultats 
montrent au contraire l'influence très faible des caractéristiques génétiques sur la 
constitution des histones, ce que confirment plusieurs études très récentes (DE LANGE 
et al., 1969, 1972; SMITH, DE LANGE et BoNNER, 1970; PANYIM, BILEK et CHALKLEY, 
1971 ; SAUTIÈRE et al., 1971). 

- .... 
•• 

(1) (2) (3) (4) (5) (6) 

Fic. 6. - Diagrammes tlectroplioréliq11es des histones isolées de germes 
de différentes variélts de Trilicum aestivum 

(r) J oss ; (2) Cappelle ; (3) Capitole ; (4) Progress ; (5) Atys ; (6) Magdalena 

Dans l'ensemble, les histones apparaissent clone peu spécifiques. Plus exacte­
ment, les fractions de t ype F, seraient relativement spécifiques, celles de types F 2b 
et F 2a, reflèteraient seulement des différences au niveau des classes, des ordres ou des 
embranchements, celles de t ypes F 3 et F 2a, pourraient être quasi universelles, même 
clans leur structure primaire. Ces dernières histones sont certainement sous la dépen­
dance de gènes ne tolérant des modifications que dans des limites très étroites, tout 
autre mutation étant vraisemblablement lét ale. 

Cette absence de modification évolutive, qui n'a pas d'équivalent dans la nature, 
ne peut qu'être liée à une importance fondamentale de ces protéines et au caractère 



J.-C. AUTRAN 

fonctionnel de la quasi t otalité de leur molécule. E lles pourraient donc constituer 
des agents complexants hautement spécifiques de la structure en double hélice de 
!'ADN, seule donnée biochimique n 'ayant pas varié durant l'évolutioP. 

V. - CONCLUSION 

L 'étude de la constitution des histones ne paraît pas utilisable en chimiotaxo­
nomie des blés courants et ne semble prt!senter un i11lt rH, en génétique, qu'au niveau 
du mat ériel obtenu par des hybridations éloignées. 

En revanche, les histones semblent se prêter à d'intéressantes études physio­
logiques et nous pensons que ce travail const it ue, au niveaL des blés , une première 
base pour le développement des recherches clans ce secteur. l\Iais de nombreux tra­
vaux, à la fois biochimiques et physiologiques, mettant en œuvre des techniques plus 
complexes et efficaces que les nôtres (établissement de la séquence des acides aminés, 
reconstitution de la chromatine, emploi d 'enzymes de synthèse de J' ADN et de !' ARN, 
hybridation des acides nucléiques, ... ) seront encore nécessaires pour résoudre les 
nombreux problèmes qui demeurent posés. 

Ainsi, il n'est plus possible de concevoir un mécanisme de répression de l'activité 
des gènes fondé sur la spécificité des molécules d'histones. La compréhension d 'un 
tel mécanisme doit donc tenir compte du fait que, si les histones sont nécessaires 
pour masquer quantitativement !'ADN de la chromatine, leur effet n'est probable­
ment pas spécifique. On pense actuellement que le véritable agent spécifique pourrait 
êt re un ARN chromosomal éventuellement associé aux protéines non-histones. L es 
histones elles-mêmes ne contribueraient donc pas à la spécificité de la répression 
et apparaîtraient non plus comme des régulateurs mais comme des outils passifs 
de cette régulation. 

Rcç1t pou r p1tblicatio1t en novembre 1973. 
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SUMMARY 

DESOXYRIBO::-!UCLEOPRO'l'EINS AND HISTONES !:-< WHEA'l' KERNELS. 

PHYSICO-CI-Œi\IICAL A::-<D PHYS rüLOGICAL ASPECTS 

Purified d esoxyriuonucleoproteins a nd histones were isolated in different par ts of whea t 
kerncls a nd espcciall y of t he germ. As to the chemical composit ion and physical characteristics 
a grcat similar ity was obscrved betwccn proteins a nd the corrcsponding p roteins in a nimais. On 
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t he contrary the study of clectrophorectic hctcrogcncity rcvca ls an or ig ina lity of wheat histones. 
Howcrcr thesc proteins show no important cvolution, a nd arc little intercsting from the point 
of vie w of whca t gcnctic improvement. O n thcotherhand histones allowa vc ry promising approach 
in plant physiology with resp ect to t hcir basic ro lc in the repression o f gcn acti vity . 

ZUSAMMENFASSUNG 

DIE DESOXYRIBONUKLEOPROTE!NE 

U ND DIE HISTONE DER WE!ZENKORNER. CHEMISCH-PHYSIKALISCiffi 

UND PHYSIOLOGISCHE ASPEKTE 

D ie gcrcinig ter Dcsox yribonukleopro tc inc und His tone von vcrschied enen Zone n des \:Vci­
zenkorns und besondcrs vom K eim wurdc n isoliert. In bczug a u f d ie chemische Zusammcnsct­
zung und d ie physikalischcn E ige nschafte n bcobachtct m an cine s tarkc Âhnlichkc it zwischen 
dicsen Prote inen und ihren a nimalischen Homologen. D ie Untersuchung der c lcktrophorct ischcn 
Un glcichartigkeit zeig t jedoch einc gewissc O rigina litat der \Ve izenhistone. Diesc Proteine 
cntwickeln sich jecloch n ur wenig und sic s ind vom Sta ndpunkt der Gene t ik des Vv'cizens von 
b eschri.inktem Interesse. Die Histone hingcgcn b ictcn besonders fruchtba re Untcrsuchungs­
me thoden auf de m Gebiet d er Pftanzenphysiologie wegen ihrer entsch eidenclen Rolle be i de r 
Untcrclrückung d er Gen-Aktivitat . 

RIASSUN1'0 

LE DESOSSIRIBO:-<UCLEOPRO'l'EI~E E GI.I ISTONI DEL GRANO DI FRUllffiNTO. 

ASPETII FISICO-CHIMICO E FISIOLOGICO 

D e lle d esossi ribonucleo prote inc c degli isto ni p uri ficati sono s tati iso la ti da diverse regioni 
ciel gra no d i frumento e in particolare cla l ge rme. Pe r q uanta rigua rcla la compositione chimica 
e le p ropric tit fi siche, è s tata osse r va t a una gra nde s imilit ud ine t ra q uest e proteine e quelle 
animali di stesso ti po. D 'a ltra parte. Io s t udio d ell' e te rogencità c le ttrofore t ica mostra una certa 
orig ina litit dcgli istoni cie l frum e nto. Q ueste p rote ine restano t u t t a via poco evolu t ive e il loro 
interesse sui piano de lla gc ne tica ciel frumen to è limitato. G li istoni costituiscono invcce u n m ezzo 
cl 'avv icinamen to partico la rme nt e feconclo in fisiologia vegeta le a causa ciel loro ruolo fonda men ­
tale a l li vello della reprcssione dell ' atti vi tit d ei geni. 
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