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1- PRINCIPE

L'électrophorése en gel d'amidon permet de fractionner les gliaaines
extraites au grain de blé en une vingtaine de composants. Le diagramme ainsi

obtenu constitue une caractéristique variétzle et asparalt totalement inuépen-

BN

L}
dant des conaitions culturales ou des facteurs du milicu. D'ol la possibillité

d'iaentifier les variétés & partir de ces diagrammes gliadines.

On rapoelle gue les gliadines, caractérisées var leur solubilité dans les
alcools dilués, représentent environ 40 ;. des protéines de l'albumen du grain
de blé et qu'elles constituent, au sein du gluten,  une fraction plus particulis-
rement responsable de l'extensibilité de la pZte. Dans les soluiions acides uti-
lisées pour l'électrophorése, ces protéines sont toutes chargées positivement et, -
sous l'eff'et d'un champ électirique, elles se déplacent donc vers l'électrode né-

gative. Cependant, chaaue constituant gliadine nosstde une vitesse de migzration
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qui lui est propre, de sorte qu'aprés un déplacement de quelques heures dans
champ électricue, une coloration permet de réveler un ensemble de bandes protdéigues
paralléles échelonnées enire le point de départ et le constituant le plus revide.
Clest ce diagramme de bandes gliadines qui présente une ispécificité treés dlevée

permettant la différenciation de la quasi totalité des variéiés de blé.

i}

Dans le cas d'un lot variétalement pur, la méthode est appliguée & ure moutiu—
re de grains et l'interprétation visuelle du diagramie obtenu permet, grice 2 une
clé de détermination, d'identifier la variété du lot. Dans le cas d'un mélange,
de variétés, l'identification ess au contraire réalisée grain par grain sur un
micro échantillon représentatif, ce qui permet de connaltre, dans la limite d'un
intervalle de confiance, les pourcentages des différentes variéiés composantes

du loi.

2—- BESUME D& La TECHWNIQUE

L'identification variétale par électrophorése des gliadines implique 3 phases

successives @

— Extraction des gliadines & partir du grain de blé

Blectrophorése proprement dite

I

Interprétation des diagramnes

L'extraction des gliadines est réalisée soit & partir d'une mowture de grains
(cas des variétés pures), soit grain par grain (cas des mélanges variétsux), par
simple contact dans un solvant alcooligue. On prépare alors un gel d'amidon spe—
cial qui constitue le support d'électrophorése et on le purifie par passage de

S
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courant. Les différents échantillons sont ensuite déposés dans le gel par insertion

de rectangles de papier filtre imbibés de l'exirait gliadine, et, dés l'application

du champ électrique, ces protéines migrent vers l'électrode négative. A la fin de

1'électrophorése, comme les bandes sont plus nettes & l'intérieur du gel qu'a sa sur-

face, on découpe le gel dans son épaisseur et on révéle les protéines (initialement

invisibles) en immergeant la moitié inférieure dans un colorant spécitique. Le gel

est anfin lavé pour éliminer l'excés de colorant et le diagramme de bandes est prét

pour l'interprétation.

3— APPARSILILAGES ET PRODUITS TTILISES

3a — Appareillages

Générateur de courant stabilisé : lodéle ISCO 1420 E ROUCAIRE (0 - 400
volts ; O -~ 80 m A) ou tout autre modéle ayant des caractéristiques égales
ou supérieures (ISCO 492, APELAB ST 3 D, GILSON 38520, GRILMAN 38207, etc..)
Appareils d'électrophorése AMIDOPHOR réf. 130 000 (PLEUGER - OSI) compre-—

nant : cuvette pour gel (315 x 120 x 8 mm), enceinte plexiglas avec bacs

a électrode de platine, couvercle. On peut également se }imiter aux cuvet-
tes pour gel (réf. 100-601) en les adaptant & des réservoirs a tampon
(APELAB CT 60 B) permettant de conduire 3 ou 4 gels simultanément.

Plagques de verre, format 290 x 118 mm, épaisseur 2 mm, & adapter aux cuvet-

tes AMIDOPHOR.
Centrifugeur SORVALL SS1 (MECA VIGOR) avec tubes polypropyléne de 6 ml, ou

tout autre modéle permettant de centrifuger des volumes de quelgques ml.

Micro tubes en verre Pyrex,de 1,5 ml, h. 25 mm, diam. 10 mm (& faire con-

fectionner par un verrier) avec bouchons correspondants, ou bien, godets

de 2 ml pour auto-analyseurs TECHNICON.

Portoirs pour les tubes précédents.

Homogénéiseur—diviseur d'échantillons & rifles (TRIPETTE et RENAUD)

Broyeur & marteaux (type CULATTI DFH 48) ou moulin & café (type BRAUN)

Agitateur & moteur électrique, type LABOMECA (PROLABO) avec hélice de

diamétre 6 cm et vitesse 1 000 tours/mn, ou tout autre modéle équivalent,
ou encore, mixeur électro-ménager.

Niveau circulaire & bulle (BHV).

Fil d'acier type "corde & piano" diam. 6/100 mm (WEBER).

Contrdleur de tension METRIX modéle 462 (inutile, si on dispose du généra-

teur APELAB ST 3 D).

Filg électriques avec fiches midles,

Papier WHATMAN n® 3 ou 4 (PROLABO). A découper en rectangles de 12 x 5 mm

ou 10 x 5 mm.
Film plastifié type SCELOFRAIS ou SARAN WRAP,

Bacs TUPPZRWARE réf. 15 (330 x 220 mm) (PROMOPLAST).
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- Appareillage de photographie (appareil & ¢bjectif macro, ou lentilles ad-

ditionnelles, support réglavle, lampes floods, et éventuellement matériel

de développement et de tirage des photos).

-~ Petit matériel de laboratoire:pipettes, éprouvettes, béchers, pinces, balan-

ce, fioles, scalpels, bistouris, baguettes de verre, marteau...

3b - Produits chimiques
~ Amidon hydrolysé pour électrophorése CONNAUGHT (distribué par ¢ TOUZART et
MATIGNON, OSI, APELAB, SERLABO, MERCK...)
— Lactate d'aluminium PROLABO
~ Acide lactique pur (d = 1,24)

— Urée purifiée

— Chloro-2-éthanol (ou glycol monochlodydrine : GMC) : CH, C1 - CH, OH
— Ethanol pur & 95-96° GL

—~ Acide trichloracétique pur cristalliseé
— Nigrosine & l'eau RAL

— Pyronine G

— Chlorure mercurique pur

— Glycérol pur

— Noir animal

— Bau désicniscée

4~ PREPARATION DES SOLUTIONS D'USAGE COURANT

Toutes ces solutions sont préparées avec de l'eau convenablement désionisée.

4a = Solution d'extraction des gliadines

Lorsque l'extraction est réalisée durant une nuit, cette solution est la
suivante 3
(Chloro-2-éthanol 250 ml

(

(Pyronine G.seses 200 mg

(Eau Q+SePoecsses 1000 ml
Cette solution peut se conserver indéfiniment & la température du labora-
toire. On notera que la pyronine est un colorant qui permet de visualiser

la migration sous l'effet du champ électrique.

Lorsqu'on est contraint de réaliser une extraction de courte durée

(2 h minimum) il y a lieu d'utiliser la méme solution, additionnée de
chlorure mercurique (250 mg/litre) afin d'assurer une inhibition des
amylases. Toutefois, cette solution ne doit pas &tre conservée au deld

d'une semaine en raison de l'instabilité du sel mercurique.
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Solution mére de lactate d'alw.inium

Peser 54,55 g de lactate d'aluminium. T?ansvaser dans une fiole Jau-—
gée de 1 0C0 ml. Ajouter 164 ml d'acide lactique. Compléter 4 1 OO0 ml
avec de l'eau désionisée. |

On obtient 1 litre de solution mére qui peut se conserver indéfiniment
4 la température du laboratoire et dont la composition est la suivante :

¥
(0,185 L en lactate d'aluminium ( pb'= 1,11)
(2,25 I en acide lactigus

(pE 2,05

rb'= force ionique

Solution diluée de lactate d'oluminium (= tampon d'électrophorése)

On 1¥*utilise 2 la fois pour préparer le gel et comme liguide des bacs

& électrodes. Cn la prépare en diluant 250 fois, avec de l'eczu désioni-
sée, la solution mére et en y incorporant 0,5 M d'urée. I1 est important,
vu la treés faible force ionique.de ce tampbn, que l'eau soit parfaitement
désionisée. ;

- L] !
Pour préparer, par exemple, 5 litres de tampon on prendra :

(solution mére : 20 ml

(

Eurée 150 g

(eau désionisde gq.s.p. 5000 ml
Ce tampon ne doit pes &tre conservé au deld de 1-2 semaines & la tempé—
rature du laboratoire. Sa composition est la suivante :

(0,00074 M en lactate d'aluminium (F’= 0,0045)

(0,0089 N en acide lactique

—

(0,5 M en urée

(pH 3315 — 3420
Solution de coloration des gliadines

Peser 500 mg de nigrosine & l'eau, transvaser dans un erlenmeyer de

1 00C ml. Dissoudre dans de l'eau. Ajouter 20 g d'acide trichloracétigue
et dissoudre. Compléter & 1 OCO ml avec de l'eau et homogenéiser.

Ce bain de coloration doit &tre préparé aussitdt avant usage et ne doit
servir qu'une fois. 500 ml sont nécessaires pour chague plaque de gel.

Solution de lavage des gels

Clest de 1l'éthanol & 40-45° que l'on préparera en mélangeant 1 000 ml
d'éthanol & 95° GL et 1 600 ml d'eau. Aprés usage, ce bain peut 8tre

rézénéré en y incorporant du noir animal et en filtrant. On vérifiera
périodiquement le degré d'alcool et on rajustera si nécessaire avec de

l'alcool pur.
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4f ~ Solution de conservation des aels

4 condition d'@tre décollds de leur plague, le. gels peuvent 8ire
congservés inddéfiniment dans l'éthanol &4 G5° GL. On peut égualeument
introduire 20 - de glycérol dans cet &thancl en vue de préparer les

gelz 2 une dessication.

5~ EXTRACTION DZ5 GLIADIITES

58 -

5b ~

T

Dxtraction sur moubture de grains (cas d'une variété pure)

Broyer l'échantillon au moyen d'un broyeur 2 marieaw: ocu d'un simple
moulin & café (le type de mouture n'a aucune imporiance). Peser environ
600 mg de nowbture dans un tube & centrifuger. Ajouter 1,5 ml de solution
d'extraction : chioro-2-éthanol 25 % + pyronine (+Hg Clg éventuelliement)
(voir § 4a). lLettre en suspension au moyen d'une baguette de verre. Lais-
ser reposer 2 heures minimum, une nuit si possible, & la température or-—
dinaire. Centrifuger 10 mn 4 10000t/mn (1a vitegse de centrifugation est
en fait sans importance). Décanter les surnageaﬂts dans des microtubes
pyrex de 1,5 ml.

L'extrait ainsi obtenu contient les gliadines du grain. Il est utilisé

directement pour le dép&t de l'échantillion dans le gel.

N.B. Cet extrail n'est pas exhau§if mais il est parfaitement représenta-
tif de la fraction gliadine. Pour le rendre exhaugif, il conviendrait
d'opérer au moins 3 extractions successives : 1 ml (1 nuit) + 8475 ml
(5heures) + 0,5 ml (1 heure). On note également que des "protéines solu-
bles" (albumines - globulines) sont extraites en mdme temps que les
gliadines, mais on verra ulterieurement qu'elies ne perturbent pas le

fractionnement de ces derniéres en raison de leur ynobilité plus élevée,

Bxtraction grain par grain (cas d'un mélange de variétés)

<

Homogénéiser parfaitement l'échantillon au moyen du mélangeur de grains.
Diviser 1'déchantillon Jusqu'd la taille désirée pour le micro dchantillon
(50 grains environ).

Placer ces 50 grains, sans opéreftaucun tri, dans des microtubes pyrex,

aprés avoir écrasé grossiérement chacun d'eux avec un marteau. Ajouter

la solution d'exiraction en quantité variable selon la tailie du grain
100 - 130 microlitres (environ IV gouttes) pour les petits grains, 150 -
180 microlitres (environ V — VI gouttes) pour les gros grains. Boucher
les tubes et laisser reposer 2 heures minimum, 1 nuit si possible. ﬂomogé—

néiser la suspension au moyen d'une {'ine baguette de verre. Rajouter une
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goutte de solvant si nécessaire. Cette suspension, non centrifugce,

est utilisée directement pour le dépdt de l'échantillon dans le gel.

6— PREPARATICN DU GSL I'ALIDON

La concentration esss=ig=ss du gel en amidon est de 10 % et lé volume de
chague cuvette AILTIDOPHOR est de 350 ml. D'ou les quantitésd'amidon et de tzu—

pon lactate d'aluminium (§ 4¢) & prévoir :

T Ve e W ¥ Vo P L T W

Pour préparer Peser Llesurer Volume final

1l gel 35 g d'amidon 335 ml de tampon 350 ml
2 gels Tog" n 670 m1 " L 700 ml
3 gels 105 g " " 31005 ml M " 1050 ml
4 gels 140 g " " $1340 ml M mog 1 1400 ml

8 S8 P8 B8 R 84 4w S8 4r @+ a8 es
#s 48 Se S8 ®s 48 88 es wa ss s o8
®s @8 S8 S8 S8 s S8 86 @s s em  se
N e N NN N N N

On s'assure tout d'abord de la prépardtion des cuvettes.

— fermer lz partie inférieure des ponts avec du scotch

— placer une plaque de verre (290 x 112 x 2 mm) sur la cuvette

—~ contrbler la parfaite horizontabilité de la plaque au moyen d'un niveau
a bulle.

Pour préparer le gel, il suffit en principe de mettre en suspension 1'ami-
don dans le tampon lactate et de chauffer sous agitation Jjusqu'au dépassement de
la température de gélif'ication de l'amidon. En fait, les probléemes de tranzfert
de chaleur posés par le chauffage d'un empois rendent l'opération difficile, a
moins de disposer d'un systéme d'agitation particuliérement vigoureux. Cn utili-
sera donc de préférence le systeme suivant :

fractionner la quantité prévue de tampon lactate en 2 parties : 1/3 et 2/3.
Porter & ébullition la fraction des 2/3 perdant que l'on met l'amidon en suspen-
sion homogéne, & température ordinaire dans le 1/3 restant. Lorsgue 1'ébullition
est atteinte, mélanger les deux fractions en agitant, ce qui provoague instanta-
nément la formation de 1l'empois, vers 65-67° C. g

Ainsi, si l'on prépare par exemple 2 gels, on portera & ébullition 450 ml
de tampon tandis que l'on metira en suspension les T0 g d'amidon dans les 220 ml

restant de tampon. Il est important que la suspension soit bien homogenes au mo-

ment ol 1l'on réalise le mélange. Pour cela on agite la suspension pendant que l'on

verse le tampon bouillant et on maintient l'agitation environ 10 secondes apres

formation de 1'empois.
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L'empois est alors coulé immédiatement dans les cuvettes ALLIDOPHCR. Ces
cuvettes seront remplies 2 ras bord de fagon 3 ce que le gel ait une énaisseur
de 6 mm. Lorsque plusieurs gels sont coulés & la suite, il est importunt qu'ils

\
aient sensiblement la m8me évaisseur afin d'étre traversés, lors de l'électro-

phorése, par la m8me intensité de courant.

On laisse ensuite le gel refroidir (environ 60 mn) en le transportant de
préférence dans un r<frigérateur. On observe que la surface du gel est irrégu—
litre (bulles, ondulations ...) mais cela est sans imprtance car la partie su-
périeure du gel est éliminée en fin d'expérience. Il est par ailleurs inutile,

-

a ce stade, de recouvrir le gel.

Lorsgue le gel est refroidi, on dlicouvre les ponts en enlevant le scotch
et on place la cuvette dans l'enceinte plexiglas (ou simplement sur la paire de
bacs & électrodes). On remplit alors les 2 bacs de tampon lactate d'aluminium
(§ 4c) de fagon A assurer le contact avec les extrémités du gel. Le vrécourant

peut alors commencer. \

Il est important de savoir que les résultaltg obterus sont d'autant meilleurs
que le gel utilisé est de priparation récente. On a donc nettement intérét a
préparer le gel le matin méue de l'expérience. Si cela n'éiait pas possible, on
pourrait, & la rigueur, préparer le gel l'aprés-miai qui précéde et le conserver,
recouvert de film plastique, & la tempreéraiure du laboratoire. Dans ce cas, le
précourant pourrait 8tre opéré soit l'arrés-midi, apris refroidissement du gel,

soilt pendant la nuit avec un interrupnteur temporisé, soit le lendemain matin.
& 5 )

~ HELECTROPHORESE PRCPRTLIZNT DITES

Ta — Précourant '
Le passage du courant dans le gel avant le dSpSt des Jdchantillons a pour
but de puririer le gel, de le débarasser de ceriains ions nuisibles A la
separation des bandes protéiques. Beaucoup d'impuretés, winsi poussées
par le courant, se concentrent gous la forme d'une ligne de front que

l'on découvrira sur les diagrammss aprés coloration.

Apres avoir placé le gel dans l'enceinte, au contact des bacs & électro-
des, on relie ces élecirodes aux bornes de sortie du générateur ontage
9 1S

en paralléle si plusieurs gels par générateur).

Le générateur doit &tre placé en "voltage constant" et sur le calibre
" 80 mi. Au moyen du contrdleur LETRIX, régler la tension de maniére &
avoir 8 volts/cu de longueur de gel, soit encore 250 volts entre les

extrémités du gel. L'intensité du courant doit 8&tre de l'ordre de 20-
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25 mi par gel (variable sflon l'épaisseur exacte de chaque gel). Placer
alors un couvercle sur l'eaceinte ou bien reccuvrir le gel de film plas-
tique type SCZLOFRAIS.

A

La durée de ce pr.courant doit @tre de 1lheure 30 & 1 h 45.

Dépdt des échantillons
AVANT TOUTE LANIPULATION DU GEL OU DE L'APPAREILLAGE, S'ASSURER QUSE LE
COURANT A ETE COUZT (VOYANT ROUGE ETEIET)

Lorsque le précourant est terminé, on introduit les extraits de gliadines
dans le gel. Pour cela, & l'aide d'un bistouri et d'un guide en plexiglas
(ou d'une régle graduée), on pratique des fentes verticales régulitrement
espacées dans le gel 4 environ 4 cm du bord relié au pdle +. La longueur
de chague fente est de 10 &2 1& um selon le nombre de dépdis & effectuer

(6 &2 © par gel).

Les gliadines sont alors déposées au moyen de! rectangles de papier
WHATLANN imbibés de l'extrait (voir § S5a et 5b) ; un papier n° 3 ou uue
double épaisseur de papier n® 4, pour chague échantillon., Dans le cas d'un
extrait centrifugé et décanté, le rectangle de papier sera immergé, dans le
liquide puis ézoutté. Dans le cas d'un extrait non cenirifu

2¢é & partir
c

d'un grain, on essayera d'absorber le meximum de liquide avec le papier.
Exemples @
Pour 6 échantillons par gel : 6 fentes de 12 mm et papier 12, x 5 mm

74 n n g T Y 12 mm B 12 x 5 mm

8 & U 8 n 10 mm n 10 x 5 mm

Liigration des nrotéines

Aussitdt apreés le dépdt des échamfillons, recouvrir le gel de film plasti-
que et rétablir le coura t. Vérifier le réglage 2 8 volts/ciu. Il est 3
noter qu'on ne doit pas utiliser le couvercle de verre des enceintes
ANTDOPECR lors de la migration, mais toujours le film plastique qui em-—

péche beaucoup plus efficacement l'évaporation & la surface du gel.

Il est normal que le passage du courant provoque un léger échauffeient du
gel. Dans les conditions habituelies la tempirature du gel ue doit pas
excéder 30-35° C.

Laisser migrer les protéines jusqu'd ce que le colorant pyronine ait par—
couru une distance de 1F-cm environ. Les gliadines les plus rapides ont

alors parcouru 15 cm. Durée moyenne, 4h 45.
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Enlever le fiim plastique quelques minutes avant la fin de l'expérience
afin qu'il se forme une légeére crolite & la surface du gel, ce qui racilite

le décounage. . E

Lorsque le courant est arrfté, découper le gel avec un scalpel (mouillé)
tout azutour de la piacue de verre qui le supporte. Soulever cette plague,
nettoyer la cuvette et y replacer la plague de verre et son gel anres avoir

intercalé au dessous une plaque de 3 mm d'épaisseur.

Découper le gel dans son &paisseur au moyen du fil d'acier de 6/1C0 mm.
Bliminer la partie supérizure (environ 4 mm d'épaisseur) en la soulevant
par fragnenis, avec un scalpel., La partie ini¢rieure (environ 2 mm d'épais-
seur) qui resie collée sur la plaque de verre est alors pr&te pour la colo-

ration.

-~ UOLORATION DU G2L |

T

Préparer un bac type .UPPER#ALwm pour chague gel a colorer. Noter les réfé

iy
ces du zel sur le bac. Verser dans chaque bac 500 ml de colorant (nigrosine 0,05 4

-
=
w
[

- ATC 2 52) (Y 4d). Y placer avec précaution la plaque de gel. Laisser le gel ai

immergé durant la nuit(ou le week—end, éveniuellement).

Le lendemain, retirer la plaque de verre et égoutter le gel avec précaution.
Bliminer le bzin de coloration (qui ne doit servir gu'une fois). Verser de 1l'al-
cool dilu¢ (40-45° GL) dans le bac. Replacer la plague avec précaution. L'excds de

colorant s'élimine progressivement et les bazndes protéiques apvaraisseni. Le gel

est alors prét pour l'interprétation.

Si l'on désire photographier le gel rapidement, il convient de renouveler

au moins 3 fois l'alcool dans la matinée, afin d'obtenir un contraste clevé,

Les gels peuvent &tre consarvés indéi'iniuent dans cet zlcool dilné et on ob-
serve qu'ils perdent peu i peu leur fragilité initiale. Il ne faut jamais utiliser
de concentration en alcool supgérieure & 45° GL (risque de contraction et de fissu-
ration) tant que les gels restent collés & leur plague de verre. On peut cevendant
aprés les avoir décollés, Taire glisser les gels dans l'alcool & 95° GL dans lequel

ils durcissent encore davantage.

On peut <gelement faire sécher les gels & l'air, & condition qu'ils aient
sé journé guelques jours dans de l'étianol A 95¢ GL contenant 20 % de glycérol. Il
suffit alors de les placer sur des papiers filtres en les retournant fréquemment.
Leur dessication et leurs contractions s'effectuent alors sans verte d'clasviciteé

et sans rupture.
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9- UIFFER-HTS®s FAUTES FOSSIBLES DE LANIPULATICN

Cn énumére ci-dessous lessympiOmes observés lors des principales fautes
possibles de manipulation, en siznelant les causes probables ainsi que les véri-

fications qui devront &tre effectuées avani de lancer de nouvelles expériences.

- Fuite lors du coulage du zel : s'assurer d'une meiliesure adhérence du rTu-—

ban scotch sur les ponts de la cuvette.

— Intensité du courant supérieure % .o normale, le gel chauffe-; la migratior

est trop rapide :la force ionigue du ftampon, ou sa& coanceniration en urce

sont probablement trop éleviées. Il y a erreur par exces dans la vrévaratior
du tempon ou dans sa dilution. Vérifier le pH. Repréparer la solution éven-
tuellement. Vérifier ézalement que l'eau est convenablement désionisée.

~ Intensité du courant trés faible ou nulle ; migration trop lente : mauvais

branchement des fils ¢électirigues, ou oubli d'enlever le scotch des ponts,
ou encore erreur (par défaut) dans la dilution du tampon (oublly de l'urée
ou oubli du lactate). Vérifier le pH.

i
— Prédence de grumeaux ou d'irrézularités dans le gel' : agitation insuffisan-

te lors de la formation de l'empois, ou température de gélification non
suffisemnent dépassée.

— Présence de bullies au coeur du gel : température de formation de 1l'emnols

insuffisamnent €levée. La viscosité est alors trop forte et les bulles
(qui doiwvent normalement remonter en surface, ol elles ne génent pas la
séparation) demeurent au coeur du gel. lieux s'assurer des proportions du
mélange tampon bouillant/tampon froid et contrdler éventuellement la tem—
pérature.

— Gel anormzlement fragile avec parfois éffondrement des ponts : vérifier

que la concentration en amidon a bien été de 10 . S'assurer que le gel
n'a pas trop chauffé motamment en été. Régler le voltage & une valeur in-
férieure, éventuellement.

— ligration en sens inverse : cuve mal polarisée.

— Certains diagrammes sont trop faiblesment concentrés : extraction des glia-

dines insuffisante ou trop courte, ou mauveise imbibition des papiers
WHATHAN (fréquent dans le cas des cextractions sur un seul grain), ou
encore solution de nigrosine irop ancienne.

- Les bandes protéiques révélées sont floues : faire vérifier que le courant

délivré par le générateur est correctement redressé. S'assurer que le -
temps d'électrophorése a été bien respecté (il y a diffusion des bandes
lors de wmigrations trop longues) et qu'il n'y a pas eu de panne de courant
en cours de migration. Ou bien, le gel a été trop longtemps counservé avant
utilisation. Autre cause possible, la coupe du gel a été réalisce trop

haut, & la limite de la zone renfermani les bandes.
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~ Certains dupdts donnent des treindes : la concentration en gliadine du

depdt est trop élevée. Lideur dzoutter les papiers, ou recoumencer avec

des concentrations inférieures (cas des blés durum et de certains Blés hard ).

Auire cause, notamment dans le cas des extractions sur grains : on a intro-
duit des fragwents de grain lors de l'inseriion du papier dans la fent

bien les rectangles de papiers oant ét¢ souillis.

— Certuins diagrammes sont aéformés : présence de grumeaux, d'impuretés ou de

régions hétérogénes dans le gel. Parfois, fissuration du gel evant la mi-
gration.

— Bandes non paralléles au dépdt, ou en forme d'arc : veut se produire si la

solution d'extraction ou si le blé contiennent des impuretés, notamment des
sels, ou eacore si la solution d'extraction qui contient le Eg Gle,est iroo
ancienre. Par ailleurs, les bandes peuvent prendre des formes plus ou moins
arguées dzns le cas de gels ccnservés au deld de 24 heures.

— Débordemsnt latéral des bandes, vers les diagramues voisins : papler dépiacé

aprcs avoir été inséré, ou tente trop longue, ou encore, migration latirzle
de la solution de dépdt par capillarité (fréquent i le gel a éié conservé
plus de 24 heures).

— Trafnées 2 partir du dépbh avec dégradation du gel : attague amylasique de

ltamidon. Facile 2 éliminer par extraction prolongée une nuit ou par addi-
tion de chlorure mercurique (voir § 4a).

— Diagrammes perturbés par la orésence d'une lign@ ' de iront : précourant trorp

court (ou précourant omis).

— Front des bandes rapides non varallele & ligne de départ : champ élecirigue

non homogene, dli en général i une épaisseur irrégulieére du ge) Lieux vérifie:
l'horizontalité des plagues avant de couler. Ou encore, ¢lectrode de platine
cassée.

—~ I¥ront des bandes rapides fortement arqué : provoqué par une évaporation

excessive 3 la surface du gel qul affecte surtout la région centrale. Eviter
l'emploi du couvercle de verre de l'enceinte et utiliser toujours un film
polyéthyléne nour recouvrir le gel pendant la migration.

—~ Zones rapides du diagramue trop tassées var rapport aux zones lentes : temps

de migration non respecté ou précourant trop court ; les bandes rapides sonti
comprimées 2 l'approche de la ligne de front.

— Présence de "bluncs" en certains poinis.du gel ¢ provoquée par de petits dé-

bris de gel qui se trouvaient dans le bain de coloration et qui ont gmp&ché
la nzgrosine de pénétrer.

~ Régions du diagramue ayant mal pris le colorant ou colorant mal fixé sur

certeines bandes : défaut provogqué par une fixation insulfisante des protéi-

i3 ] e i : e
nes avant action du colorant et qui se produit lorsquon omet d'introduire

de l'acide trichloracétique dans la solution de nigrosine.
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~ Gels guj se contractent et se fissurent lors de la décolorztion : vérifier

aue le degré de l'ulcool n'est pas supérieur & 45° GL. Le pkénomeéne se

produit par allleurs souvent avec dés gels trop longtemps conservés et dont
\

la structure s'est modifide (rétrogradation) avec le temps, ou encore avec

des gels prévarés A une température insuffisemment élevée (gélification incon

pléte).

10- PEOTOGRAIHIE DU GZL

Les gels d'amidon peuvent se conserver indéfiniment dans l'alcool, mais une

telle colleciion devient rapidement encombrante. Ils peuvent €itre également conser—
vés 2 1'état sec mais avec évidemment un contraste plus médiocre. Il est donc
souvent nécessaire de réaliser un cliché des diagrammes et cela »ermet en outre de
conserver une itrace dans les cabiers experimentaux et une preuve matérielle des

analyses variétales effectuées.

Les conditions exactes de photographie dépendent de 1l'équivement que l'on

posséde. On se bornera donc ici & donner des conseils d'ordre général.

10a - thoix de 1l'éguivement st des produits photo

Il ess sonseillé d'utiliser un appareil photo type reflex 24 x 36 avec,
de préférence, un objectif macroscopique ou, & la rigueur, des lentilies
additionnelleg. La prise de vue nécessite un suppori de hauteur réglable
pour l'appareil et un éclairage par lampes floods. Si on réalise soi-
méme le développement des films et le tirage des photos, il convient
d'avoir une chambre noire avec bacs & réactif's, eau courante, agrandis-

seur et seécheuse-glaceuse.

Comme il est généralement difficile d'obtenir des contrastes suffisam-
ment élevé avec les films courants, on conseille d'utiliser de préfe-
rence les produits suivants (qui sont d'ailleurs d'un emploi trés facileg
rapidité, possibilité de travailler en lumiére rouge) @

—~ film CRTHOCERO.ATIUS type LPF IV en rouleaux de 30 m x 3,5 cm periorés
(GUILL.YIKCT)

papiers 9 x 13 blanc brillant GUILBNOL avec gamme de contraste Gl

(doux) & G5 (super contraste)

révélateur rapide concantré GUILLzZLINOT & diluer 5 fois "

!

~ fixateur rapide concentré GUILLZLINOT & diluer 3 fois

Pour mémoire, on signale l'emploi possible d'un appareil PCLAROID permettant

de réaliser des tirages instantanés, mais d'une qualité généralement inférieure.

10b - Prise des vue
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On peut photi phier les placues de gels lorscue lzur déccloration
est suffisanue (2 4 3 heures dans l'e€ithanol dilué en changcant le
bain toutes les heures). On tiendra compte des conseils suivants @
2

~ les gels seront phoitographiés imicrgés dans un bac d'alcool dilud

Dropre.

~ on filtrera fréguemcent cet alcool pour éviter que de petits uvcbris
de gel n'y surnagent et n'apparaiscent sur le cliché.

— on réglera l'anzgle et la distance des lampes floods : de fagon & avoi
une plage lumineuse homogine.

— on cherchera 1 éliminer ou 4 réduire les reflets dans le bain
d'alcool (lesguels pourraiernt apparaltre sur le cliché) au moyen d'ux

pare—soleil ou d'un cache noir mat.

10c Développnement et tirage

11— IN

Conditions classigues d'un laboratoire cvhoto, avec possibilité (grice an
Tilm CRPLOCHRO.ATIQUZ) de travailler en lumiére rouge.

i

1
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Carzcieristioues du alagranme

Comine le montrent les photos de l'annexe 1, le diagramme de chaque
variété est constitué d'une vingtaine de bandes protéiques. Ces bundes
(appelées aussi composants du diagramme) sont caraciérisdes par leur

mobilité €électrophorétique ot par leur concentration.

La robilité électronhorétique s'exprime par un nombre compris entre C

(ligne de déudt, et 100 (banae la plus rapide). A titre d'éxemple, ce

nombre a été explicité sur l'un des diagrammes de l'annexe 2. lLa mesure

-

des mobllités des différentes bandes rencontrées au niveau de l'enscm—
ble des blés frangais a €té rcéalisée une fois pour toutes et 43 coumpo-

sants (significativement différenCiableg) ont été retenues.

La concentration relative des bandes a été exprimée simp.eunient & 1l'aide

de l'échelle suivante & +++, ++, +, traces, 0. Tout diagramme variétal
peut alors 8tre présenté sous la forme d'un schema, rendant compte a la
fois de la mobilité des composunts et de leur concentration reiative.
L'annexe 3 fourecit ainsi un tubleau de ces schénas de diagraiuies pour
l¥ensemble des 20 variétés francaises déja citées dans l'annexe 1.

Il faut ogalement souligner que les composants du diagramue variétal
e}

ne sont pas distribvués au hasard, mais qu'ils consiituent souvent des

L4

groupes caractéristiques aisément repérables. Cn a aingi 1'habitude d¢
diviser le dizgramme en 4 rezions vien distinctes : les & gliadines

(mobilité 100 & 88), les B gliadines (&5 & 77), les y gliadines (75 &
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62) et les w zliadines (60 4 21).

On a égzalement observé que @

— certaing coupos:ints sont communs 4 toutes les variétes et peuvent

servir de reptres slirs : c'est le cas des bandes 65, 79, 81, 96.

- d'autres compouants sont meins universels mais permetient une discri-

mination rapide des diagramries variétaux : c'est le cas des bandes 22,
26, 30, 31, 39, 44, "’:‘61 49, T4, 83! c5.

dlautrzs composants enfin , ne se renconirent aqu'exceptionnellement

et ne sont uitilicés que tres rarement dans les interprétations : c'est
le cas des bandes 33, 41, 50, 52, 55, 57, 59, 60, 75, &0, 100.

1llb - Princive de l'interprétation

L'interpritation du diagramme peut se réaliser scit sur le gsl décoloré,
s0it sur une photo de ce gel. Il ne faut pas cacher que pour les non
initiés, cette opération apparalira délicate. IZlle consisie en effet,
en une analyse visuelle des diagrammes et requiert unz certaine mémoire
visuelle., Bn outre, la poszibilité de défterminer avec facilité les va-—
riétés ne sera pas acguise instantanément, mais apparaftra apris un en—
trainement progressif gque chacun devra effectuer personnellement & par-
tir des consecils ct des documents fournis ici. Il convient donc e se
familiariser avec la constitution des diagraumes, de s'entralner 2 re-
connzltre tout d'abord les 5 ou 6 variétés les plus cultivées, ce qui
est facile, et d'accroitre ensuite peu & peu le champ ' de ses possibi-

lités.

Les photos de l'annexe 1 (ou les schémas de l'annexe 3) mettent en evi-
dence de nombreuses différences variétales et on observe que pratique-
ment chaque varicété posséde un diagramue particulier. T1 est donc vossi-
ble, a partir d'un diagramme quelconque, de retrouver l'identité de la

variété correspondante. Tel eat 1l'objectif du travail d'interprétation.

On pourrait essayer, pour cela, i partir d'un catalogue complet de
photos, de comparer un & un les diagramies, mais on préfere 4 cette

solution fastidieuse, l'utilisation d'une clé de déiermination. L'anne—

xe 4 fournit l'exemple d'une telle clé, toujours duns le cas des 20
principales variétés frangaises. Ce tableau construit selon le princi-
pe d'une flore, permet grice & 1l'examen de quelques caractdristiq&es
importauntes du diagramme (présence ou absence de certains composuants
trés discriminants ), de retrouver rapiaecuwent et sans ambiguité le nom

® de chacune des variétés,.
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L'utilisation de la clé de d<termination n'offre pas de difficulité par—

-

ticulicre lorsgu'on dispose déjd d'un schéma du diagramse ou d'un dizgram
). Lo partie délicate

me dont les bandes ont é4é repiries (voir annexe 2

de 1l'interprétation réside donc évidemment dans le rendrage des comnosiatbs

du diazramme, c'esi-i-dire doaus la détermination exacte de leur mobilité.

Pour diffcérentes raisons, i1l n'est pas question d'essayer de recalculer
les mobilitcs des différentes bandes du diagramme 2 pariir de mesures di-
rectes sur les gels ou sur les photos. La solution que xous préconisons

consiste, au contraire, en unc utilisation systdimatigue de diagramnes té-

moins dont les composants sont déji: parfaitement connus. Pour une meilleu-

re efficacité du travail il est m@me conseillé d'avoir en mdmoire les mo-
bilités des bandes de 2 ou 3 variétés courantes (par exemple : Capitole,
Champlein et Joss). Lorsque l'un de ces diagrammes témoins se %rouvera
situé sur le gel, & c0tdé d'un diagramme inconnu, il deviendra alors aisé
d'établir les mobilités des bandes de ce dernier, en s'aidant éventuelle-
ment du répertoire complet des 43 composants possibie§ L'annexe 2 suggeére
un tel exercice de reuérage sur 2 diagrammes inconnus; a partir du margua-

ge réalisé sur un diagramme témoin.

Lorsque l1l'on se sera peu i peu familiariseé avec ies diagramics des blis
courants, on vérifiera que plusieurs bandes ou groupes de bandes se re—
trouvent tris souvent dans les uiagramnes, notamuent chez les blés d'hivea
et leur repérage 8= fera alors quasi instantanément. Par exemple, les

w gliadines de Capitole se retrouvent sans changement chez Top, Hardi,
Joss, Ducat, etc... Celles de Champlein se retrouvent aussi pradiguement
chez Talent, Laris Hun?ﬁan, Charles-Péguy, etc... De méme, lcs & gliadines
sont les memes chez Hardi, Joss, lLagali, Top, Heima, d'une part, chez

Capitole, Charles-Péguy, et Talent d'autre part.

Cn observera également qu'il est inutile de déterminer la mobilité de
toutes les bandes, mais seul:z.ent de certaines d'entre elles, parni les
plus discriminantes § celles, précisément, que la clé de déteruination

utilise.

Il fuut 2indi o'entrainer & analyser, dans un premier temps, la région
des g gliadinss, dont les bandes sont tres bien résolues et chez lajuel-
le les différences variétales sont itrés nettes ; dans un second teups
seulement, les autres régions (w, B, y) du diagramme, chez lesquelles les

différences sont souvent plus subtiles.

Au sein des w gliadines, il est important de savoir distinguer 3
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— le groupe 22.26.30. (caractéristique des diagramues de iype i), du
2

groupe 21.29.20 (caracuérisiicue des diagrammes de tyue B).

~ le groupe 44.:158.4¢%. (rencontré cnez Capitoie, Top, lardi, Joss, Ducat,

liagali...) du grouve 44.46. (Cn;mpleln, Talent, lLaris Iuntsiialees ).

i
~ le ccuposant 3¢ (priésent chez Capitole, Top, Hardi, lieima, Florence-

surore ...) et absent chez Jhamplein, Talent, Rex, Charles-Pézuy, Chris-
AT e o o

- guelgues composants relativement exceptionnels tels gue l: 60 (caracté-
ristique d'.boile de Choisy} ou le 37 (rencontré chez Clément, Courtot,

Lutin... .

Dans les régions u—, B~ et y— gliadi.es, la discrimination porizra essen-~

tiellement sur les bzandes

ﬂ

1]

- 74 (dont l'absence caractéri:c les blés : Capitole, Talent, Ducat,
Charles—Pézuy, ee. )e

- 71 (fortement représ=ntl clesz Chamvplein, Hardi, Talent, Joss...).

- 83/85 (permetiant notamicnt de différencier : Joss. Hardi, Champlein-
Maris Huntsman...).

- 90/91 {permettant notamment de différencier : Top-Capitole, Champlein-
Talent...).

- 93 (aui caractérise plusieurs blés de printemps : Rex, XOlibri, Florence

Aurore... .

Lorsque 1l'on aura ainsi établiif la présence ou l'absence.de ces comosants
principaur , il suffira de suivre la clé de détermination Jjusqu'a aboutir
au nom de la variéié. On pourra alors éventuellenment confirmer le résul-
tat en s'assurant qu'ii y a bien identiié entre le diagramme analiysé et

celui du tableau de référence (annexe 1 ou annexe 3).

On rappelle que les documents fournis dans les annexes 1, 3 et 4 sont 1li-
mités aux 20 principales variétés cultivées en France, ce qui pernct de
trancher dans la quasi totalité des cas. 8i l'on rencontrait cevendant

der

|.-Jc

une variété ne figurant pas dans ces documents, cn pourrait alors s'a
de la clé de détermination compléte du Catalogue Officiel des Variétis

Prangaises, qui 4zgure dans le tiré-i-part (annexe 5).

— Cas des variitéas pures -

Lorscue 1l'on o5t certain d'avoir af'faire 4 un lot de variété pure, on
opére selon le protogole suivent
- mowture de quelcues gramues de l'evchantilion inconnu

extraction des gliadines sur cotte moliure (voir § 5a)

~ dépdt de cet extrait dans le gel, 2 c8teé de ceclui d'un blé courani dont
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les positions des bandes sont pdrfaitement connues (Capitole, Chumipiein,
JosSei. ). . '
—~ apris ¢lectirophorése, coloration du gel, repiérage des princirzaux coifjo-
sants du diagramme incoznnu en s'aidant de ceux du dizgrammce témoin.

- lecture de la clé de determination Jjusqu'a identification de la varié%é.

— vérification 2 l'aide d'un diagramse ou d'un schéua de référence.

Généralement, on pourra affirmer avec certitude que le lot inconnu apoar-
tient & la variété ainsi détermince. Il faut cepenrndant zignaler gue dans

guelgues rares ces, deux ou plusieurs variétés préscntent le mEue dizzram-

o,

me gliadine (voir clé de détermination de l'annexe 5) et qu'il y a alors
lieu de faire certaines réserves. Pratiquement, 2u niveau des variétés cou-
rantes aciuelles, le cas ne se présente que pour Capitole et Ducat (voir
annexe 4). Si 1l'on trouve ainsi, par exemple, le diagramme de lapitole, il
¥y aura lieu de dire :

"Capitole, ou Ducat™. :

Le différenciation plus poussée de ces deux blés nécéséitel la mise en oeu-~

vre de technigues compliémentaires. :

Dans l1l'ensemble, on observera que la différenciation de deux variétés est
d'autent plus aisée que les diagranmes présentent davantuge de diiférences.
Comme l'anzlogie des diagrammnes est une {orme d'expression de la varenté
genétique des blés, il est toujours plus simple de distinguer des variétis

génétiquement dloignées (cas des blés de printemps), que des variétés zéné-

tiquement voisines (cas de certains blés d'hiver).

11d - Cas des mélanges veridétaux

Lorsgue 1l'on est en présence d'un mélanzge de variités, il est inutile de
procéder & l'analyse des gliadines sur matthure, car l'additivité des ban-
des provenant de diiférents diagramnes, déja complexes par eux-némes, ren-
drait le plus souvent ininterprétable le aiagramme du melange. On a alors
recours 3 une déterwination, graein par grain, de ia varicté, a4 partir
d'un micro-échantillon revrésentatif, selon le protocole suivunt :

- hou.ogénéisation de 1'¢chantillon

— divisions successives, Jjusqu'd la taille désirée pour le micro-échan-
tillon (50 grains en général)

—~ extraction des gliadines grain par grain (voir y 5b, sur ce micro-échan-
tillon

- dépdt des extraits dans les gels, au cours d'expériences pouvunt &ire
étalées sur 1 ou plusieurs jours
- identification (comme pour le cas des vaPiétés pures) des différentes va-

riétés présentes & partir des diagrammes dounés par chaque grain
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— bilzn du nombre de graizns apparienant i chzcune des varidétds trouvées
-~ calcul de leur pourceantoge relatif, d'ol la composition variédtale quu-

litative et quantitztive du lot analysé

I1 faut évidemnent préciser aque les pourceniages trouvés aprés anclyse
du micro €chantillon ne yawxizwit peuvent &tre considériés comme des va-
leurs rizoureusement exuctes. Comme pour toute autre anilyse de popula-

ses ne représenient que la voleur corresvondant L une

L0}

tions, ces pourcenta

srobebilité maximum, les pourcentazes réels des variéiés dang L'dchantil-—
b g (=]

lon se irocuvdnt dens un intervalle de confiance (ou "fourchetie'") cue l'or
peut calculer sclon des tables statistiques et dont le tableau ci-dessous

fournit un exemple simplifié (d'apris TRICLLY et BAXTQR)l974).

E : Intervalle de confiance pour 1 probabilité de 955 %
E ngzszgt“ge : 20 grains : 50 grains : 100 grains : 200 grﬁins )
( 1% - - 0-5 % 0-~3 4 %
E 2 % - :  0-10 < 0-7 % 0-4 %
j g 3% - = 1-8 % 1-5 § i
:| E 4 % : - : 1-13 % : 1-10 % : =7 % )
f, E 5% 0-25 % - 2-11 % : 2-G 94 i
;l E 6 < - 1-16 ¢ 2:12 % 3-10 % g
5 ( 8 % - 2-19 % 3-13 % 4-12 5 3
? E 10 % : 1-32'% @ 322 93¢ 5-17 % ; 6-14 % ;:
; E 20 % 6-44 % 10-34 % 13-29 % 15-25 ¢; g
5: § 30 ¢ 12-54 % 18-45 4 21-40 % 24-36 % %
-‘ E 405 i 19-64 % P 26555 & 30-50% ¢ AATE )
% S0% 1 21-13% s 35-65% & 40-60% 1 4357 & %
Exemples d'analyses @ :

1) Sur 50 grains analysés dans un mélange commercial, on trouve 48 grains
de Hardi et 2 grains de Laris Huntsman.
Quelle est la composition du lot ? A
2 grains sur 50 représentent 4 %. Lire la table pour 4 ¢ et pour 50 grain
on trouve qu'd une probabilité de 95 %, la teneur en Maris Huntsman es%

comprise entre 1 et 13 %.
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2) Sur 100 grains analysés dans un mélange commerciel, on trouve 60 grains
Capitole, 30 grains Top et 10 grains Joss. La table donne la composition
du lot (valeurs médianes et "fourchettes" correspondantes, & 95 % de pro-
babilité) :

(Capitole 60 % (50 & 70 %)

40 %)
17 %)

o)

(Top 30 % (21
(Joss 10% (5
12 — REFERENCES DES FOURNISSEURS
APELAB (Matériel d'Electrophorése). 29 rue Salvador Allende 92220 BAGNTUX 655.63.36
BERCAUVERRE (verrier). 3 rue Rollin (5005 PARIS 326.29.76
BHV (Bazar de 1'H8tel de Ville). 1 rue des Archives 75004 PARIS 508.20.02
CIE GENERALE DE METROLOGIE (Metrix). 56 avenue Emile Zola 75015 PARIS 253.31.89
CULATTI (Broyeur). Urmentrasse 291 ZURICH 5. SUISSE
GELMAN (Electrophorése). 14 boulevard Edouard Vaillant 93300 AUBERVILLIERS 834.91.8(C
GILSON FRANC: (Electrophorése). 69 rue Gambetta 95 VILLIERS LE BEL 990.10.38
GUILLEMINOT BUESFLUG et Cie (Photo) 22 rue de Chateaudun 7500y Pﬁhlo 5T78.42.07
MECA VIGOB (centrlfugeuse) 88 rue de la Folie-Méricourt 75011 PARIS 35%.90.G0

0SI SERVICE PLEUGER (matériel d'electrophorese). 141 rue de Javel 75015 PARIS
828.53.09

ml

PROLABO. 12 rue Pelée BP 20 75011 PARIS 355.90.00

PROMOPLAST (Tupperware). 13 bis rue des Truilles 92 CLAMART 642.95.01
ROUCAIRE (Service ISCO). BP 65. 20 avenue de 1l'Europe 78140 VELIZY 946.96.33
TOUZART et MATIGNON. 3 rue Amyot 75005 PARIS 325.70.04

TRIPETTE et RENAUD. 39 rue Jean-Jacques Rousseau 75001 PARIS 231.21.45
WEBER (fils d'acier). 9 rue du Poitou 75010 PARIS 887.33.89
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