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Aprés électrophorése, les protélnes du blé et partlcullérement les

fractlons protélques de réserve présentent un remarquable polymorphlisme
Intervarlétal.

(2> PROTEINES DE RESERVE DU BLE: REMARQUABLE POLYMORPHISME INTERVARIETAL
---> CARACTERISATION DES GENOTYPES EN GENETIQUE ET EN SELECTION
---> IDENTIFICATION DES VARIETES AU NIVEAU DU COMMERCE DU GRAIN

Ce polymorphlsme (lndépendant des facteurs agronomlques, cllimatiques ou
culturaux) a été largement explolté pour .caractériser et dlscriminer les
génotypes de blé dans les études de génétlgue ou de sélection, ainsi que,
depuls une douzalne d‘années, pour 1‘ldentlfication des varlétés de blé (et
d’autres céréales), dans les lots commerciaux, au niveau des laboratolres de
1“industrle (meunerle, semoulerle), & I‘exportation ou la répression des

fraudes. C’est dans 1‘optlque de 1“ldentlflcatlon des variétés que le présent
travall a été condult.

Historlquement, ont été utlllsées: la SGE des glladines (3) (lllustration
des du polymorphlsme et des dlfférences quallitatlives et quantitatlives), la
PAGE des glladlnes (4), la SDS-PAGE des protélnes totales (HMW, LMW,
glladines) (5), ces deux dernléres étant offlciellement utillsées en France.
D’autres technlques ont également un potentiel Intéressant comme |“IEF (6) ou
la 2-DIM (7) mals ne sont pas utlllsées en routine dans les laboratolres de la
professlion céréallére.

En pratlque, ces procédés reposent donc sur |‘exlstence de différences
qualitatives et quantltatives dans les bandes électrophorétiques. On a ainsi
constltué des catalogues de dlagrammes schématlsés (BUSHUK Manuel: comparalgon
crolx/mobl11tés Marquls) (8) (9). On procéde alors au repérage de constltuants
dlscriminants et, ardce & 1/établlssement de sortes de clés chimlotaxonomlques

(10), on retrouve, en sulvant une sérle de dichotomles, le nom de la varléte
lnconnue.

Toutefols, en déplt des Innovatlons consldérables qui se sont produl tes
en matiére d’Informatisation de la salsie et du traltement des données
électrophorétiques, Innovatlons 'qul ont déja beaucoup profité au secteur
clinlque et médlcal, 1/identiflcation des varlétes de céréales reste encore
aujourd’hul, en France et dans le monde, essentlellement artisanale: manuelle
et visuelle. Revenlr & D3 (PAGE).

Dans les trés rares cas ou un ordlnateur a été Introdult dans le systeéme,
(3-4 labos de recherqhe au monde, aucun labo de contréle) c‘est ¥

(%) Exposé présenté au Colloque 1987 de la Soclété Frangalse d’Electrophorése,
Lyon, 12-14 Novembre 1987 .
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unlquement dans la phase flnale, pour comparer des données qu‘un technlclen a
préalablement décodé (calcul des mobllltés relatives et estimatlon des
Intensltés) visuellement puls entré au clavier. Cecl requlert du personnel
hyperquallflé, qul posséde en mémolre les principales caractérlstiques du
dlagramme (11), capable de retenlr chaque année les dlagrammes des nouvelles
varlétés, capable d’ldentlfler les bandes devant etre utlllisées comme témoins
de mobllité relatlve et de déclder par exemple sl un composant présent a

é’état de traces dolt étre consldéré comme une bande ou appartenant au brult
e fond.

Nous avons donc oeuvré dans le sens d’‘une Informatisatlon du systéme de
lecture, condulsant & un dlagnostlc automatlque de la varlété, de manleére & le

rendre utlllsable méme par des non spéclallstes des électrophorégrammes de
ble'

Il est certaln que |’établlssement d’un systéme totalement automatlque et
Informatisé de lecture des diagrammes et de dlagnostlc des varlétés présente
de multiples dlfflcultés. On salt, naturellement, que des systémes de salsle
trés sophistliqués sont aujJourd’hul au polnt, des algorlthmes de détection et
de quantlflcatlon des plcs ont été décrlts et sont disponibles dans le
commerce. Mals nous savons blen que la varlablllté expérimentale des nombreux
paramétres de |‘électrophorése ne permet pas tou)Jours wune excellente
répétabl1ité du pouvolr de résolutlon du gel. Il est trés difficlile de
parvenlr a une évaluatlion automatlque qul solt parfaltement répétable des lors
qu‘on a affalre a des plcs multlples ou non gausslens ou a des épaulements.
Méme lorsque la résolution est excellente, Il exlste touJours un niveau ultlme
dans la flnesse des séparations au dela duquel une évaluatlion automatique
n‘est plus répétable. D’allleurs tous les sytémes commerclaux permettent des
Interventlons manuelles: additlon de plcs non séparés, éllmination de plcs
artefacts,...

Il est vral aussl que 1“étude des électrophorégrammes de protélnes du blé
présente de multlples difficultés: les dlfférentes varlétés ne renferment
absolument pas les mémes composants et qul n‘ont pas la méme allure générale
(comme pour les protélnes du sérum): chague varlété renferme 20 a 30 bandes,:
prises dans un ensemble de plus de 60 bandes posslibles, aucune n‘étant commune
A toutes les varlétés cultlivées, ne rendant guére possible l‘utlllsatlon
d’étalons Internes ou externes pour corrlger les dlfférences expérimentales de
mlgratlon et obtenir des dlagrammes normal Isés pouvant étre comparés.

Dans le contexte que nous venons de résumer, le systeme que nous
présentons (constltué d‘un densitométre et d’un ordinateur IBM-PC) est une’
premlére tentatlve d‘automatlisatlon totale de 1la lecture des
¢lectrophorégrammes dans le but d’ldentlfler les varlétés de blé. L‘objectlf
visé est de supprimer toute Interventlon humalne entre le signal start de la
lecture densltométrlque et 1/apparltion & l/écran du nom de la ou des varlétés
ldentiflées.

' (12) PREMIERE TENTATIVE D/AUTOMATISATION TOTALE DE LA LECTdRE DES

ELECTROPHOREGRAMMES DANS LE BUT D’IDENTIFIER LES VARIETES DE BLE

OBJECTIF: SUPPRIMER TOUTE INTERVENTION HUMAINE ENTRE LE SIGNAL START DU
DENSITOMETRE ET L‘APPARITION A L/ECRAN DU NOM DE LA (OU DES) VARIETE(S)
IDENTIFIEECS)

Leg solutlons retenues sont les sulvantes:

1) Salsle des données au moyen d‘un densltométre & laser, mals en enregistrant
alternatlvement des dlagrammes de protélnes du blé (en SDS-PAGE) et des



dlagrammes de marqueurs de polds moléculalre répartls entre 205000 et 29000 et
encadrant alnsl 1“ensemble des protélnes de réserve du blé (13).

2) Dlgltallsatlon des courbes brutes (640 polnts, cad couples
dlstance/voltage) ;

3) Développement d‘un loglclel (14) qul permet Coutre les opératlons
classiques de flltrage, d’ldentlflcation des maxlima des plcs de la courbe,
d’ldentiflcatlon des mlnima par lesquels on réallse une approximatlon de la
llgne de base laquelle est ensulte soustralte de la courbe brute, etc.)

1> de RECALIBRER LA COURBE INCONNUE EN MOBILITES RELATIVES & partlr de
celles des TEMOINS -

2) d’ldentifler les MOBILITES RELATIVES et de calculer les HAUTEURS des
. plcs de la COURBE INCONNUE

3) D’établlr alnsl automatlguement le SCHEMA DE LA VARIETE INCONNUE avec
une méme structure de fichler que ceux antérleurement obtenus par la méthode
visuelle: mobllités relatlves + Intensités de 1 &4 5

4) De détermlner par un calcul d’INDICES DE SIMILARITE la varlété qul,
dans la banque, présente le dlagramme le plus proche de celul de 1/Inconnue.

La flgure (15) donne un exemple de courbe densitométrique corrligée et la
flgure (16), le schéma de diagramme calculé par |‘ordinateur.

Ce dlagramme étant comparé & tout ceux de la banque, la réponse
apparalssant a 17écran est le nom de la varlété détectée, alnsl que la
distributlon des Indices de simllarité avec le reste de la banque (17).

Plusleurs cas de flgure peuvenf Intervenlr: celul d‘une ldentlficatlon
sans amblgulté, celul d‘une ldentiflcatlon de plusieurs varlétés volslines
(18), celul de l’absence de dlagramme correspondant & celui de 1‘inconnu (19).

Egalement, le schéma des dlagrammes des varlétés les plus proches est
reconstitué & 1‘écran a des flins de vérlflicatlion (20).

Dlscusslon:

La IImlte majJeure vient naturellement encore de la répétabllité du niveau
de résolutlon des diagrammes. Contralrement & un dlagramme lssu de plusleurs
lectures & partir desquelles on a calculé une moyenne et sur lesquelles un
spéclallste a afflné la séparatlon manuellement, un diagramme obtenu de fagon
entlérement automatique rlsque a prlorl d’étre davantage senslble aux
fluctuations expérimentales. (L’Identiflcatlion peut alnsi s’avérer Impossible
ou erronée a partir de diagrammes présentant une résolution Insufflsante et
surtout varliable).

(21) LIMITE ACTUELLE: REPETABILITE DU NIVEAU DE RESOLUTION DES DIAGRAMMES

APPLICATION POSSIBLE A DES LABORATOIRES DE CONTROLE CEREALIER TRAVAILLANT
SUR UN NOMBRE LIMITE DE VARIETES '

PERSPECTIVES: SAISIE DES DONNES PAR CAMERA CCD OU SCANNER

Le systéme proposé résulte donc d’un compromls entre un maxlimum de
finesse et de préclislon dans la détermlnation du schéma de diagramme (pas



assez de préclslon ne permet pas de discrimlner sufflsamment de varlétés) et
un maxlmum de répétabllité (trop de préclslon est en effet lllusolre compte
tenu des fluctuations expérimentales et des caractérlstiques propres aux
dlagrammes du blé).

Cecl a orlenté les cholx réallsés pour 1/établlissement de 17algorlthme de
calcul qul falt le plus souvent appel & des solutlons slmples (approxlimatlon
aux valeurs entléres les plus proches, correction de llgne de base trés
simplifiée, 5 nlveaux seulement d’lntensité - de hauteur - des plcs, souplesse
dans le calcul de 1‘Indice de simllarité permettant & des bandes non
ldentliques mals trés volsines d’étre prises en compte).

Dans sa verslon actuelle, le gystéme ne semble donc pas adapté pour la
caractérisatlon d’un grand nombre de génotypes trop étroltement apparentés tel
que le Catalogue complet des 200 varlétés de blé frangalses.

L’avantage de 1‘automatisme complet peut par contre convenlr plelnement
aux laboratolres qul ne possédent pas de personnel d‘une haute technlclté,
tels que les laboratolres de controle de la profession céréallére et qul n‘ont
chacun affalre qu’ad des lots commerclaux d‘une réglon blen déterminée lesquels
ne renferment qu‘un nombre limlté (10 ou 20) de varletés.

Comme un autre facteur llmltant est le temps de densltométrle, nous
envisageons dorénavant de salslr les données solt a partir d/un systéme de
caméra CCD, solt & partir d‘"un scanner. Cela devralt d’allleurs permettre
d’améllorer la préclslon du falt de la possibllité de falre Instantanément
plusieurs salsles et d’en falre la moyenne.



| .
h-m.
l -

.

~.
113
| |







. Courbe densitonstrique corrigée

.
N
£ o
LA
ﬁ ;
: i
L : It
" ., ;‘.
[ M‘.
v e
Liwler Y,
2 £ ) 5 8 2 8 5 w1
Bk 5Eaees 1 3 353 44 5
2 ) 40 50 ) 7 80 ) 00 1o
3

0 RACE DES ~NDICES DE /MILARITE PAR RAPPORT # LA UAR EIE

W
e

b

4

i

HLONN

yariele wates
&
EIT Y

‘s

ALt LRl

i




%
80
(!
6
5
%
3
2
18

g

“‘rm DES INDICES DE SINILARITE PAR RAPPORT A LA VARIETE INCONNIE

- R AEEEEN .
R 1A 20 M 48 50 6@ 70 8@ 9% 100

.
— e






DIAGRAMMES DES VARIETES LES PLUS PROCHES

0 28 3 4 56 68 7@ 80 98 o0 118 120
|1111|1|1|||||||1111J1111|11111|l11|1|1||1|1|]1|1|||11ﬂ

INCONNUE RN
DARILS O TR O | B
HARD! e e TR ]
CAPITOLE T o e e R L | 51|

rl—lll|IIll{HII'IIH‘IIlI]IHIIIIIIIHII|IIII|II|I|HII|
10 20 30 4 56 6@ 70 %@ 9% lee 110 120



	87-32
	Figures Autran-Abbal



