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L”importance nutritionnelle et technologique des protéines de réserve des
graines de «céréales et de Ilégumineuses, ainsi que leurs principales
caractéristiques biochimiques et physiologigues, sont rappelées. Certaines de
ces caractéristiques (synthése en quantité treés élevée au cours de la
maturation du grain, avec un faible nombre de constituants polypeptidiques
majeurs) peuvent rendre |‘étude ¢lectrophorétique des protéines de réserve
plus simple en comparaison de celle des protéines d’organes végétatifs. Par
contre, d’autres caractéristiques (faible solubilité, trés faible teneur en
acides aminés chargés, hydrophobicit¢é élevée, tendance & la formation
d’agrégats (mettant en jeu des Interactions hydrophobes ou des liaisons S-S
intermoléculaires), existence de mélanges complexes et polymorphes de
polypeptides correspondant & des familles de génes étroitement 1iés et
présentant de nombreuses homologies), sont & 1‘origine de difficultés dans
1“analyse électrophorétique, ce qul améne souvent & modifier les protocoles
classiques de séparation bidimensionnelle.

L’étude fine de la composition polypeptidique des graines de différentes
céréales (blé, orge, seigle, mais) et légumineuses (pois, haricot, soja) est
I1lustrée au moyen des différents systémes bidimensionnels décrits dans la
littérature récente: PAGE x SDS-PAGE, PAGE (pH 3) x PAGE (pH 9), SDS-PAGE (non
réduit> x SDS-PAGE (réduit), IEF x SDS-PAGE, NEPHGE x SDS-PAGE, IPG x
SDS-PAGE.

Quelques exemples de problémes de nature biochimique et génétique étudiés avec
succés grace a l‘introduction des techniques bidimensionnelles sont également
developpés: identification des variétés et des espéces, notamment distinction
de génotypes étroitement apparentés, A& partir du polymorphisme des prolamines
et glutélines de céréales; relations structurales et homologies entre les
différentes catégorles de protéines de réserve (blé, orge, seigle);
identification de protéines présentant des propriétés fonctionnelles
intéressantes en technologie alimentaire et exploitables en tant que marqueurs
pour la sélection de nouvelles variétés (blé dur); études génétiques:
localisation chromosomique des génes de structure des polypeptides de réserve,
relations phylogénétiques entre génomes, distances génétiques avec des
marqueurs de caractéres agronomiques ou technologiques, identification de
chromosomes étrangers dans des espéces cultivées; exploitation des diagrammes
2D par analyse d’images en vue de 1‘étude du contrdle de |‘expression des
génesg (pols, mais); microséquengage de protéines pures aprés transfect sur
membrane des spots correspondants.

Le cas particulier des protéines de nature basique et agrégative (également
tres sensibles & |‘oxydation), telles que les gluténines de faible poids
moléculalre (LMWG) du blé ou les B-hordéines de |‘orge, est plus
particullérement détaillé. Cette catégorie de protéines ne pénétre pas dans
les gels IEF classiques, d’ou le développement d’une nouvelle IEF en milleu
réducteur pour permettre leur migration et leur séparation. Il s‘agit d‘un
systéme de gels ultra-minces sur support polyester, pouvant étre lavés
(élimination du persulfate d’ammonium et des monoméres d’acrylamide), séchés,
puis réhydratés au moment de l’emploi par une solution contenant: ampholytes,
urce et DTE. Aprés focalisation, les bandes de gel sont découpées avec leur
support et directement utilisées pour la seconde dimension SDS-PAGE.

Conférence présentée au VII° Symposium de la Société Frangaise
d’Electrophoreése, 14~16 Décembre 1989, Bordeaux.



1. INTRODUCTION

Les protéines de réserve des grains de céréales et des gralnes de
légumineuses présentent wune Importance alimentaire (nutritionnelle et
technologique) considérable.

Il suffit de rappeler qu’au niveau mondial, les protéines végétales et, en
particulier, celles des céréales et légumineuses, représentent en moyenne les
deux tlers de notre consommation alimentaire. Par exemple, en considérant les
seules protéines de céréales, avec une production avoisinant les 1.8 milliards
de tonnes et une teneur des grains en protéines de 8 & 15 %, cela représente
environ 200 millions de tonnes de protéines produites annuellement. La majeure
partle est constituée de protéines de réserve. C‘est dire 1‘importance de
toutes les études entreprises dans le but de connaitre leur composition, leur
structure, leur biosynthése, leur varliabilité génétique, ceci naturellement en
vue de les améliorer. Quel intérét y a-t-il & les améliorer ? Il est double :

FIGURE 1

- il est naturellement d’ordre nutritionnel compte tenu de leur importance
alimentaire (et compte tenu gue beaucoup de protéines de réserve (celles de
céréales) sont pauvres en lysine et autres acides aminés essentiels (trp dans
le mais, thr dans |‘orge), faisant que les grains et farines des céréales
n‘ont que de médiocres qualités nutritionnelles pour 1‘homme et les animaux
monogastrlques.

- il est aussl, ce qui est souvent moins connu, d’ordre technologique. En
effet, les propriétés de ces protéines de réserve déterminent la possibilité
d’opérer certains processus de transformation industrielle ou artisanale des
grains: possibilité de fabriguer le pain ou les pates grdce aux
caractéristiques viscoélastiques uniques des protéines du gluten de blé,
possibilité de fabriquer des aliments texturés grdce aux propriétés
fonctlonnel les remarquables des protélines de légumineuses (soja, pols).

Ces protéines de réserve constituent enfin un modeéle précieux pour 1‘étude
du contrble de |“expression spécifique et temporale des génes.

Les principales protéines de réserve ont donc fait 1‘objet d‘études
approfondies (biochimiques, génétiques, physiologiques, technologlques) au
moyen de toutes les techniques possibles et ces études ont donc mis & profit
les techniques d’électrophorése bidlimensionnelle & haute résolution, et ceci
dés 1970 avec les travaux historiques de Colin WRIGLEY, 5 ans avant
O’FARRELL ! (pour une fois, 17étude des protéines végétales n’étalt pas été en
retard sur celle des protéines animales ou humaines).

FIGURE 2

L’introduction de techniques & haute résolution ¢était d‘autant plus
nécessaire que les génomes végétaux sont souvent Callo) polyploldes et qu’il y
a généralement redondance de |‘information, avec de nombreux phénoménes de
duplication de génes.

Nous allons voir tout cecl avec une série d’exemples tirés de la llttérature
récente, les uns appliqués, les autres fondamentaux, touchant & la fois aux
céréales (blé tendre, blé dur, orge, mais,...) qu’aux légumineuses (pois,
goja, luzerne), en distinguant successivement les différentes problématiques
suivantes:

- L’étude fine de la composition polypeptidique
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- Des problémes de nature génétique et biochimigue

- Identification de varlétés et des espéces

- Etudes génétiques (relations phylogénétiques, localisation
chromosomique des génes)

- Controle de |’expression des génes

- Relations structurales et homologies

- Microséquencage des protélnes

- Le cas particulier des protéines basiques et agrégatives, qui a récemment
fait 1’objet d‘un développement particuller de 1‘électrophorése 2D
dans notre Laboratoire.

Mals cet exposé ne sera pas seulement une succession d‘exemples, nous nous
proposons de falre ressortir les problemes spécifiques posés par 1‘étude
bidimensionnelle de ces protéines de réserve.

2. QUELQUES RAPPELS SUR LES PROTEINES DE RESERVE DES CEREALES ET LEGUMINEUSES

Voyons tout d’abord quelles sont les particularités des protéines de réserve
des grains, aux plans biochimique, physico-chimique et physiologique.

Il ne s’agit pas de protéines banales.

FIGURE 3

Voyons, par exemple, comment se présente une protéine de la famille des
oméga-gliadines du blé, ou des C-hordéines de |‘orge (KREIS et al., 1985). On
est ici trés loin des protéines de type métabolique, enzymatique ou de
structure et on congoit que 17étude de telles protéines puisse poser des
difficultés partlcul léres.

On peut préciser de la fagon suivante les principales caractéristiques
biochimiques et physiologiques, qui sont propres & la fonction de réserve:

Ces protéines ont en commun le fait d’étre synthétisées dans la nature pour
constituer des réserves qui s‘accumulent dans les gralnes et de pouvoir étre
dégradées a la germination afin de servir de nourriture & la jeune plantule.
Voyons quelles sont ces propriétés caractéristiques de la fonction de réserve:

FIGURE 4
- Synthése en grandes quantltés (200 millions de tonnes! Une toute autre
échelle que celle des protéines enzymatiques ou des récepteurs d’hormones)

dans |’albumen ou les cotylédons pendant la maturation du grain

- Modiflcations post-synthétiques: peptide signal (protéines excrétées),
glycosylation, clivage protéolytique,...

- Protéines accumulées (compactées, confinées) dans des corpuscules
protéiques (a |”abri du turn-over normal des protéines métaboligues)

- Evolution dans des environnements de plus en plus secs (dessication du
grain)

- Destinées & la nourriture de la jeune plantule (germination)

- Pas d’autre fonction blologique connue



Tout ceci a de nombreuses congéquences au niveau de la méthodologie & mettre
en oeuvre pour les étudler en électrophorése bldimensionnelle :

FIGURE 5

- Faible nombre de polypeptides majeurs (contrairement au cas des organes
végétatifs): pas de probléme de sensibilité de détection (le Coomassie Blue
suffit), mais problémes de saturation du colorant.

- Séries de spots additionnels dus a des modifications post-synthétiques
(glycosylations: modifications de charge, cllvages: modificatlions de masse),
souvent difficiles a distinguer des produits de plusieurs genes différents.

- Protéines compactées sous un faible volume (corpuscules protéiques), d‘ou
1> une faible charge ¢électrique (répulsion minimum) qul entraine des
difflcultés en raison de leur lenteur & migrer ou a focaliser, et 2) un degré
d‘agrégation élevé via des llalsons S-S et des interactions hydrophobes avec
parfois un caractére basique trés marqué, d‘ol des difficultés a entrer dans
les gels d’IEF classiques.

- Grande richesse en Gin et Pro: nombreuses lialsons hydrogénes

- L’¢évolution dans des environnements de plus en plus secs offre 1‘avantage
de la stabllité du matériel d’étude (pas de probléme de conservation, peu de
protéases ou d’autres systémes enzymatiques actifs). Mals cecl entralne aussi
des difficultés d’extraction car 17albumen ou les cotylédons d‘un grain sec ne
contiennent plus de structures cellulaires intactes, sont bourrés de granules
d’amidon, tandis que les protéines y sont trés minoritaires (8-15 %) et
constltuent souvent une matrice entourant les granules d’amldon. Le plus
gouvent, ces protéines sont alors faiblement solubles dans 17eau, avec au
contralre une meilleure extractibilité dans les alcools dilués (PROLAMINES),
les acides dilués ou les détergents (GLUTELINES), une hydrophobicité élevée
(expogitlon des régions hydrophobes vers |‘extérieur dans le graln mature) et
une tendance a s’associer avec les lipides.

- Pas de relation étroite structure/fonction et donc vraisemblablement
tolérance d‘un plus grand nombre de mutations (comparativement aux protéines
enzymatiques). Un polymorphisme élevé, 1’existence de nombreux variants
alléliques, 1’existence de familles multigéniques (divergence & partir d‘une
séquence ancestrale par duplication de génes, mutations ponctuelles,
crossing-over asymétriques, insertions, délétions,...), expliguent le fait
qu’‘on a affalre a des mélanges de protéines étroitement apparentées.

En résumé, certaines de ces caractéristiques (synthése en quantité tres
élevée au cours de la maturation du grain, avec un faible nombre de
constituants polypeptidiques majeurs; organes secs, ne posant pas de problémes
de conservation: peu de systémes enzymatiques actifs, peu de protéases qui
dégradent les protéines) et par ailleurs renfermant peu de pigments et de
composés phénol iques) peuvent rendre 1’étude électrophorétique des protéines
de réserve plus simple en comparaison de celle des protéines d‘organes
végétatifs (qui renferment souvent un trés grand nombre de spots mineurs et
dont la rlichesse en pigments divers et en composés phénollques pose parfois de
problémes en électrophorése).

Par contre, d’autres caractéristiques (falble solubilité, trés faible teneur
en acides aminés chargés, hydrophobicité élevée, tendance & la formation
d’agrégats (mettant en jeu des interactions hydrophobes ou des liaisons S-S
intermoléculaires), peptide signal (excrétées/ RER), existence de mélanges
complexes et polymorphes de polypeptides correspondant & des famllles de génes
étroitement liés et présentant de nombreuses homologies), sont & l‘origine de



difficultés dans 1’analyse électrophorétique, ce qul améne souvent - comme on
va le volr cl-dessous - & modifler les protocoles classlques de séparatlon
bldimenslonnelle (extractlon, dissoclants, NEPHGE, réducteurs, doses élevées
d‘ampholytes, gels lavés et séchés,...).

Rappelons encore que dans la plupart des céréales (& 1‘exception de
1“avoine), les princlpales protéines de réserve sont les prolamines et les
glutélines. Chez les légumineuses, les principales protéines de réserve sont

au contraire des globulineg 115 et 7S et ces espéces ne renferment jamais de
prolamines.

FIGURE 6

3. RESULTATS

3.1 - Etude fine de la composition polypeptidigue

Voici quelques exemples d’études fines de la composition polypeptidique des
graines de différentes céréales et Ilégumineuses, études rendues récemment
possibles par 1‘emplol de différents systémes bidimensionnels: PAGE x
SDS-PAGE, PAGE (pH 3) x PAGE (pH 9), SDS-PAGE (non réduit) x SDS-PAGE
(réduit), IEF x SDS-PAGE, NEPHGE x SDS-PAGE, IPG-DALT.

FIGURE 7

Voici tout d’abord gquelques exemples de séparations dues & Peter SHEWRY et
al. (1988) avec le systéme classique IEF x SDS-PAGE de Patrick O0‘FARRELL
(1975) dans le cas des fractions prolamines de plusieurs espéces: blé tendre,
seigle, orge, avoine. Cecl illustre bien le nombre relativement faible de
polypeptides majeurs (spots intenses) pour toutes ces protéines de réserve,
particuliérement dans le cas des espéces diploides (orge, sSeigle, avoine) en
comparaigon de 17espeéce hexaploide (blé tendre), ainsi que 1’existence de
fractions homologues (pHi et Mr) parmi des familles de polypeptides
appartenant & des espéces diférentes: HMW-gluténines, HMW-sécalines,
D-hordéines,...

FIGURE 8

Par comparaison avec les protéines de réserve de 1‘albumen, voici un exemple
des diagrammes obtenus dans |7équipe de Dominigue DE VIENNE (DAMERVAL et al.,
1986, 1987; DE VIENNE et al., 1988) pour d‘autres types de tissus ou existe un
métabolisme ralenti ou actif <(embryon de pois, graine Iimbibée d’eau,
plantule), montrant un tout autre ordre de grandeur du nombre de spots
protéiques.

FIGURE 9

Un autre résultat plus détaillé obtenu avec ce méme systéme IEF x SDS-PAGE
dans le cas des protéines de réserve (ou encore protéine du gluten) d‘un blé
extraites & |7alde de myristate de sodlum Illustre les problémes rencontrés.
On observe ainsi, d‘une part, des trainées horizontales, qui sont dues a une
insuffisance de focalisation (dans la premiére dimenslon) des protéines les
plus agrégatives (gluténines, certaines albumines) et, d’autre part,
|“impossibilité de séparer les fractions agrégées les plus basiques
(LMW-gluténines), absentes du diagramme.

FIGURE 10



Peter PAYNE et al. (1985), & Cambridge, ont tenté de surmonter ce probléme
en mettant en oeuvre deux premiéres dimensions différentes, une IEF normale et
une variante décrite sous le nom de NEPHGE par Patricia O0‘FARRELL et al.
(1977), d’ou la caractérisation, non seulement des différentes familles de
protéines (albumines, globulines, etc., mais aussi la caractérisation d‘un
groupe supplémentaire de spots correspondant préclisément aux LMW-gluténlnes.

FIGURE 11

Voicl un autre systéme, molns classique mals efflcace, développé aux USA par
Dale MECHAM et al. (1978), puis en Italie par Domenico LAFIANDRA et al.
(1987), qui intégre les différences de charge & deux pH différents en mettant
en jeu deux électrophoréses successives a pH 3.1 dans la premiére dimension,
puls a pH 9.2 dans la deuxliéme. On sépare Icl les prolamines en une
quarantaine de spots, beaucoup de bandes séparées & pH acide renfermant
plusieurs espéces moléculaires séparables & leur tour & pH alcalin. Mais cette
expérience n‘est possible qu’avec les fractions prolamines car le probleéme,
ici, est |1’Impogsibllité de faire migrer les fractions agrégées: les
gluténines, qui forment un "brult de fond" visible dans le diagramme de la
premiére dimension, et qui ne migrent plus dans la deuxiéme.

FIGURE 12

Ce cliché, do également A& SHEWRY et al. (1988), donne un exemple de
diagrammes bidimensionnels obtenus par |‘utilisation de SDS-PAGE en conditions
respectivement non réduites et réduites. On y distingue notamment les
protéines monomériques qui migrent sur une diagonale et les protéines a
tendance agrégative (HMW-gluténines, HMW-sécalines) qui donnent des dimeres,
triméres et tétraméres, ainsi que des trainées horizontales continues
correspondant a des séries d’oligoméres de tallle croissante.

3.2 - Problémes de nature biochimigque et génétique:

Nous poursuivrons avec quelques exemples de problémes de nature biochimigue
et génétique étudiés avec succés grdce & |1‘introduction des techniques
bidimensionnel les:

3.2.1 Identiflcatlon des varlétés et des espéces

Cette identificatlon est réalisée couramment et & grande échelle au niveau
du commerce des grains par des techniques 1D. Mais les techniques 2D -
naturellement plus lourdes et donc peu applicables & grande échelle sur des
produits a faible valeur ajoutée - n’en sont pas moins précleuses dés lors
qu‘il s’aglt de distinguer des matériels génétiques qui, de plus en plus
souvent, se révélent étroitement apparentés (et plus difficilement
différenciables par simple électrophorése 1D)

FIGURE 13

Chez les céréales, on falt généralement appel aux fractions qui présentent
le polymorphisme le plus élevé, c’est-a-dire les prolamines et les glutélines
(AUTRAN, 1986). Ce cliché illustre la possibilité offerte par le polymorphisme
des prolamines (gliadines) pour 1‘identification des variétés de blé tendre en
gimple PAGE.

FIGURE 14



Ce cliché illustre 1“apport de 1‘électrophorése bidimensionnelle (& deux pH
différents) dans le cas précis de deux varlétés de blé dur extrémement
apparentées mais appartenant néanmoins A& des catégories commerciales
dlfférentes,

Le probléme a été tralté également dans le cas de légumlneuses comme le pois
ou les électrophorégrammes de protéines de réserve (légumine, viciline) sont
souvent semblables d’une variété & 17autre et ou ni des variétés étroitement
apparentées (ni d’ailleurs des variations d’ordre pathologique) ne peuvent
étre différenciées par électrophorése 1D. Une méthode A haute résolution est
donc requise ici également. La solution adoptée par WESER et al. (1986) est
l1“utilisation de gels IPG (en gradient immobilisé), ultra-minces lavés, séchés
et réhydratés avec des ampholytes porteurs et de 1‘urée dans la 1° dimension
et de gels SDS-PAGE & gradient de concentration dans la deuxiéme.

FIGURE 15

3.2.2 - Etudes génétiques:

Le généticien a un intérét fondamental dans la connaissance des variations
occasionnées, par exemple, par les produits de différents alleles & un locus
donné, ou de différents membres d’une famille multigénique. Dans tous les cas,
I1 lul faut séparer des mélanges de protéines qui se trouvent naturellement
étroitement apparentées au plan structural

Voici donc quelques exemples d’études génétiques: relations phylogénétiques
entre génomes, localisation chromosomique des gqénes de structure des
polypeptides de réserve, Identification de chromosomes étrangers dans des
especes cultlvées, distances génétiques avec des marqueurs de caractéres
agronomiques ou technologiques,... ayant mis en jeu 1‘électrophorése 2D.

a) Cas des relatlions phylogénétiques entr

Une proportion importante (plus d’un tiers) des espéces végétales, notamment
beaucoup de plantes de grande culture, possedent des génomes
(allo)polyploides. Encore actuellement, les relations d’homéologie et la
phylogénie de ces génomes constitutifs des espéces polyploides restent des
questions incomplétement résolues, y compris dans le cas du blé (ou 1‘origine
du cytoplasme et celle du génome B des tétra- et hexaploides demeure 17objet
de controverses actives.

FIGURE 16

Comme les protéines de réserve classiques (prolamines, glutélines) sont lci
peu adaptées (en raison de leur polymorphisme Intra-spécifique élevé), une
approche possible pour identifier les espéces donneuses des différents génomes
d‘une espece polyploide est |‘analyse par électrophorése 2D d‘autres familles
de protéines présentant, elles, une faible variabillté intraspécifique. On
peut citer |“exemple de l‘utilisatlion des albumines ou encore des protéines
tétramériques de faible Mr (GARCIA-OLMEDO et al. (1988). Mais une tout autre
approche récente a été utilisée par THIELLEMENT et al. (1989) qul conslidérent
au confralre un engemble davantage exhaustif des protéines de la plantule - on
sort icl du théme protéines de réserve - (457 spots exactement), au sein
desquels il a été identifié des spots "caractéristiques" ou "gpécifiques" de
chacun des 3 génomes, d‘ou la construction d‘un arbre de parenté des
différents donneurs possibles des génomes.

FIGURE 17



b} Localisation chromosomique des génes codant pour les protéines de

résecrve,

Le cas typlque est celul du blé ot 1’on dlspose ardce au travall de E.R.
SEARS (1954) de séries de llgnées nulli-tétrasomiques et ditélosomigues. (On
rappelle que dans les nulli-tétra, chaque palre de chromosome de 1‘un des
trois génomes a ¢été enlevée et compensée par deux doses d‘un chromosome
homéologue de |7un des deux autres génomes, d‘olu 42 combinaisons génétlques
possibles. Dans chacune des lignées ditélogomiques, c‘est seulement 1‘un des
bras chrosomique qul est absgent, et cecl pour chacune des 21 paires
chromosomiques). Cecl a permis une exploration systématique de toute
1“information génétique nucléaire. Par exemple, chez les blés hexaploides, il
a été possible d’identifier tous les bras chromosomiques portant des génes de
protéines de réserve

FIGURE 18
et de préciser la localisation chromosomique de tous les polypeptides majeurs

FIGURE 19

- Identification de chromosomes étrangers dans des espéces cultivées:

Voici par exemple 17illustration de 1la localisatlon dans
1“électrophorégramme 2D des protéines de réserve du blé, des protéines
apportées suite a |’introgression du bras chromosomique 6 Ep (B) de |‘espéce
sauvage Elytrigia (= Agropyrum) dans le génome d’un blé cultivé (DVORAK et
al., 1986).

FIGURE 20

Un autre exemple classique est celui de 1‘identification des protéines
provenant spécifiquement du parent seigle dans 1‘ensemble des protéines de
réserve des Triticale (MEI GUEY LEI et REECK, 1986).

3.2.3 Etude du contrdle de |‘expression des génes:

Les diagrammes électrophorétiques 2D ont fait 1‘objet d’une exploitation par
analyse d’images en vue de |7étude du contréle de |‘expression des genes,
notamment chez le pols et le mais.

En effet, les techniques 2D sont particuliérement adaptées pour 1/étude de
1“expression gquantitative in vivo des protéines car elles permettent & la fois
de révéler un trés grand nombre de produits d’expression des génes et de faire
des mesures directes des quantités relatives de chacun d‘eux, soit pas
coloration non spécifique, soit par autoradiographie. Nous renvoyons pour cela
4 l’exposé suivant de Dominique DE VIENNE qui va concerner les variations de
composition des protéines exprimées entre différents organes du mafis.

D’autre part, 1’électrophorése 2D a été également utilisée pour ldentifier
avec certitude des produits de traduction in vitro (BARTELS et THOMPSON
(1986).

FIGURE 21
Dans tous ces exemples, il demeure cependant une difficulté Iimportante:

comment faire la part des spots qui correspondent & 1‘expression d‘un géne et
de d’éventuels spots artefactuels ? Une réponse a été apportée grace a la



9.

trés belle expérience réalisée par Norman ANDERSON et al. (1985) A partir des
sous-unités HMW gluténines du blé tendre, indiquant que les spots multiples
observés avec la méme masse et des pls différents, pouvaient provenir de
modifications séquentielles de charge, probablement post traductionnelles.

FIGURE 22

3.2.4 Etude des relations structurales et des homologies entre protéines:

Une autre application est 17étude des relations structurales et homologies
entre les différentes catégories de protéines de réserve (blé, orge, seigle).

Nous prendrons pour cela |’exemple des protéines de 1’orge. Parmi celles-ci,
le groupe des B-hordélnes (80 % des hordéines totales, 30 % des protéines
totales du grain d‘orge) est trés difficile & étudier en électrophorése 1D car
i1 renferme une double série de polypeptides, certains majeurs trés intenses
et se recouvrant partlellement en raison d‘un polymorphlsme au niveau des pls
et d’autres trés mineurs. D’autre part, ces protéines présentent un caractere
trés basique et agrégatif.

En analysant en électrophorése 2D (IEF x SDS-PAGE) les B-hordélnes extraites
d’un ensemble de variétés mélangées 2 & 2, SHEWRY et al. (1988) ont pu
identifler par leur pls et leur Mrs 47 polypeptides B-hordéines différents,
chaque variété en renfermant entre 8 et 16, certains polypeptides se trouvant
présent dans la plupart des variétés, d’autres étant au contraire limités a 1
geule variété de la collection.

FIGURE 23

Signalons que SHEWRY et al. (1988) ont ensuite précisé les homologies
gtructurales entre ces protéines séparées en électrophorése 2D en soumettant
les spots directement excisés des gels & un clivage au bromure de cyanogéne et
en séparant les peptides obtenus par SDS-PAGE en gradient de concentration
d’acrylamide.

Ces problémes de relations structurales peuvent encore étre illustrés grace
au travail réalisé sur les protéines de réserve de la luzerne par KROCHKO et
al. (1988), qui associe une PAGE non dénaturante & une SDS-PAGE apreés
réduction. Ce systéme permet de dissocier et de séparer des protéines
ol igomériques en leurs constituants. L’alignement vertical de polypeptides
suggere que ceux-ci sont des sous-unités du méme ollgomére. La quantification
de ces spots peut permettre d‘approcher la stoechiométrie du complexe
ol igomérique.

FIGURE 24

Une approche comparable du probléme a été menée par GARCIA-OLMEDO et al.
(1988) sur des protélnes tétramériques de faible poids moléculaire en
utillsant cette fois dlfférentes combinaisons : 1A) SDS-PAGE rédult/non
rédult, 1B) IEF non rédult C(urée 8M) x SDS-PAGE non rédulit, 1C) IEF non rédult
X SDS-PAGE réduit, 1D> IEF rédult x SDS-PAGE réduit. La comparaison de ces
différentes combinaisons permet d’lidentifier:

FIGURE 25

- les polypeptides |iés par des S-S (lignes verticales au dessous de la
diagonale du 1A)

- le pHi et le Mr d‘oligoméres (2A) et le Mr de leurs sous-unités (iC)
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- toutes les sous-unltés réduites par leurs pHI et Mr apparents (1D)

Slgnalons enfin le travall de LAWRENCE et PAYNE (1985) qui, grice au
traltement par le dlhydrochlorhydrate de cystamine (réactif positivement
chargé), a permis d’identifler quatre résidus cystélnes des sous-unltés
gluténines de haut poids moléculaire du blé. Le fait que chacun des spots de
la série différe par une seule charge supplémentaire fixée & la fois est
vraisemblablement rendu pogsible par la disponibilité des SH et donc leur
capacité a participer a des réactions d’échange de groupement -SH.

FIGURE 26

3.2.5 - Microséquencage de protéines apres transfert sur membrane de
spotg d’électrophorese 2D:

Les protéines de réserve, en raison de leurs caractéristiques d’homologie et
de codage par des familles multigéniques (degré d‘homologie considérable),
sont souvent difficiles & obtenir & 1‘état pur par les méthodes préparatives
(chromatographie) classiques. Dot 1‘/intérét de pouvoir récupérer des
constltuants (trés purs) par transfert a partir de gels 2D, ceci le plus
souvent a des fins de séquengage des acldes aminés. (Cecl supposant que des
conditions optimales d’électro-transfert aient pu étre développées pour chague
type de protéine). Un tel travail a été réalisé avec certains spots
LMW-gluténines du blé tendre par KASARDA et al. (1988), qui ont ainsi pu
séquencer jusqu‘a 14 résidus a partir d’un seul spot 2D d’une sous-unité LMW
(environ 10 picomoles éluées & partir d’un spot d’environ 20 pm).

FIGURE 27

Cependant, la possibilité existe d‘un blocage de |’extrémité N-terminale en
ralson d’une réaction entre le groupement amine et un ou plusieurs des
réactifs utilisés lors de |1/IEF, de la SDS-PAGE, ou de 1‘élution a partir du
gel. Récemment, cependant, des mlcro-séquencage ont été réussis a partir de 7
picomoles seulement de protéine fixée sur membrane de PVDF ou de fibre de
verre aprés électro-transfert. La séquence peut étre réallsée a partir des
gpots ou des bandes colorées, sans élution des protéines a partir de la
membrane et sans élimination du colorant, en insérant directement le fragment
de membrane contenant la protéine dans la chambre du ségquenceur.

3.3. - Cas des protéines de nature basique et agréagative

On trouve des protéines de nature trés basique et agrégative (qui sont
également trés sensibles & |7oxydation), chez les céréales. Ce sont en
particulier les gluténines de faible poids moléculaire (LMWG) du blé ou les
B-hordéines de |‘orge, dont 1’étude a fait |1’objet d’un développement
particul ier dans notre laboratoire INRA de Montpellier.

I1 a été montré (AUTRAN et al., 1987) que les fractions LMWG intervenalent
directement dans 1‘explication des propriétés viscoélastiques du gluten et
peut-étre simplement par la proportion des protéines codées par les différents
alleles (LMW1 et LMW2).

FIGURE 28

Dol la possibilité de prédire cet aspect de la qualité en quantifiant les
protéines appartenant a ce groupe aprés électrophorése. Malheureusement, cette
famille protéique (bien que représentant 30-40 % des protéines totales) est
extrémement mal caractérisée en raison :
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- de son caracteére basique trés marqué (difficulté de les faire pénétrer dans
les gels IEF classiques)

- du caractére trés agrégatif de leurs constltuants, méme & 17état réduit
(échec de toutes les tentatives de purification) et de leur sensibilité a
1“oxydation in vitro, par exemple au cours d‘une IEF

- de la similitude de Mr de leurs sous-unités avec ceux de la famille des
gliadines: d‘ou la difficulté de les caractériser et de les quantifier par
simple électrophorése 1D.

D’ou 1“intérét de développer un systéme 2D adapté A la séparation et a la
quantification de ces protéines que nous considérons comme trés importantes en
technologie allmentaire.

L’ 1dée retenue (MOREL et AUTRAN, 1988, 1990) est fondée sur une nouvelle IEF
en milieu réducteur. Le systéme de gels ultra-minces sur support polyester,
pouvant étre lavés (élimination du persulfate d’ammonium et des monoméres
d’acrylamide), séchés, puis réhydratés au moment de 1‘emploi par une solution
contenant: ampholytes, urée et DTE. Aprés focalisation, les bandes de gel sont
découpées avec leur support et directement utilisées pour la seconde dimension

SDS-PAGE. FIGURE 19

Ce systéme 2D permet de caractériser avec précision, parmi 1‘ensemble des
protéines de réserve, les polypeptides appartenant & la famille des LMW. Il va
devenir également possible de quantifier spécifiquement ces spots (grace au
gystéme d‘analyse d’images dont notre laboratoire vient d’étre pourvu: scanner
+ station VAX 2500 + logiciel KEPLER) en vue de préciser le role de marqueur
de qualité des blés de ces protéines.

Fircvpe 3o

CONCLUSIONS

FIGURE 34

La grande variété de procédés 2D rapportés ces derniéres années dans la
littérature témoigne de la remarquable flexlbilité de cette technlque de
géparation en tant qu’outil de haute résolution et qui peut &tre utilisé non
seulement au plan qualitatif, mals également & des fins quantitatives et
préparatlves,

Les techniques 2D sont les seules & permettre la résolution de plusieurs
centaines de prodults d’expression des génes et, dans plusieurs cas tels que
certaines études structurales, elles permettent un gain de temps et de
dépenses considérables par rapport & d’autres procédés.

FIGURE 3§

Leur sensibillté particuliérement élevée permet I1‘/analyse du phénotype
biochimique d‘un individu tel que la graine, (en travaillant sur une faible
partie de 1’albumen) sans détruire la capacité de celle-ci & germer et a
donner une descendance, ce qui est idéal pour des études génétiques.

Le choix du procédé de séparation est dicté par le probléme étudié et il ne
peut pas @&tre fait de recommendation générale (quol que spécificité des
protéines de réserve impose certaines contraintes). Il peut cependant étre
soul igné que le SDS-PAGE est plus utile pour les études structurales, (ou les
Mrs apparents présentent un intérét) que dans les études génétiques ol les
groupes de protéines de la méme taille doivent é&tre absolument séparés les
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uns des autres. Dans ce dernier cas, la combinaison de deux méthodes de
séparation fondées sur la charge des molécules dans deux situations
différentes (i.e. IEF, NEPHGE, ou acide/basique, présence/absence de
dissociant ou de réducteur) donne habituel lement une meilleure résolution.

Malgré le faible nombre de polypeptides majeurs qui caractérise les
protéines de réserve des graines de céréales et légumineuses, les systémes 2D
sont de plus en plus sgouvent nécessaires pour résoudre les problémes
génétiques et physiologiques (et méme certains problémes du commerce des
grains !), en raison de |‘existence de familles multigéniques compexes et
auss! d’un nombre croissant de génotypes étroitement apparentés.
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PROTEINES DE RESERVE DES GRAINS
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Fig. 1. Combined gel isoelectric focusing and electrophoresis of proteins from wheat
endosperm.
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CARACTERISTIQUES DES PROTEINES DE RESERVE
DES GRAINS

- Synthése en grandes quantités pendant la maturation du grain.
- Modifications post-synthétiques : pept:de signal (protéines excrétées),
glycosylation, clivage proté W‘L:que
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dans des enwronnements de plus en plus secs (dessication
L u grain).

- Destinées 2 la nourriture de la jeune plantule (germination).

- Pas d’autre fonction biologique connue.
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IMPLICATIONS DES CARACTERISTIQUES DE
LA FONCTION DE RESERVE

- Synthése en grandes quantités

- Modifications post-synthétiques

- Accumulation dans des corpuscules

protéiques

- Evolution dans des environnements

de plus en plus secs

- Nourriture de la jeune plantule

=p . Faible nombre de polypeptides majeurs

=» . Modification de charge Séries de spots
. Modification de masse additionnels

= . Protéines compactées sous un faible volume,
—= faible charge électrique (répulsion minimum)
— degré d’agrégation élevé via des liaisons S-S et des
interactions hydrophobles. :

— . Faible solubilité dans I'eau.
. Extractibilité par les alcools dilués ou les détergents
. Hydrophobicité élevée, association avec des lipides.

= . Grande richesse en Gln et Pro.

- Pas d’autre fonction biologique connue. 4. Pas de relation étroite structure/fonction

— tolérance de nombreuses mutations
— nombreux variants alléliques
. Existence de familles multigéniques
— mélanges de protéines étroitement apparentées.
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COMPOSITION PROTEIQUE SELON LE FRACTIONNEMENT D’OSBORNE
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Graine de pois imbibée d’eau ~ Weser etal,, 1986
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Fig. 2. Horizontal IPG-Dalt of seed proteins of Pisum sativum, P‘Iatinurp. 1st dimen-
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Fig. 1. Horizontal IPG-Dalt of seed proteins of Pisum sativum, Sprite. lst dimension:

IPG-CA 5.5 - 6.5, 2nd dimension: SDS pore gradient electrophoresis T = 12-17 %
together with a stacking gel T = 8 %.
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121

dimensional fractionation (IEF x 10% SDS-PAGE), In (c) and (e) the different protein groups are indicated: 1 = a-, g-, y-, w-gliadins, 2 = ‘non-
storage’ proteins, 3 = LMW-glutenins, 4 = HMW albumins, 5 = HMW-glutenins.
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Figure 4. Subunit analysis of S-1 fraction
proteins by 2-D clectrophoresis. (A) One-
dimensional pel electrophoresis of reduced
and dissociated polypeptides of S- 1 fraction
proteins (SDS-PAGE + ME, 12 %T). (B)
2-D gel clectrophoresis of S-1 fraction pro-
teins. First dimension: ND-PAGE (7 %T).
Second dimension: electrophoresis under
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Kasarda et al.—Protein Sequencing in Wheat

BASIC = IEF + ACIDIC

«+—— SDS-PAGE

<+——SDS-PAGE

. pov—pe—

+——SDS-PAGE
BN

By aiicis s <~ Kaind

Fic. 1. (A) Two-dimensional electrophoretic separation of a mixture (approximately 50:50) of proteins
from the wheat cultivars ‘Anza’ and ‘Yecora Rojo’. The first dimension is IEF and the second,
SDS-PAGE. The appr i regions cor ding to the various types of storage proleins
(HMW-gl ts, w-gliadins, LMW-gl i bunits, a-, f-, y-gliadins) are shown. These
regions correspond approximately to the I'ullo\mng MW rangm HMW-glutenin subunits. 80000~
110000; w-gliadins, 55000-75000; LMW-glutenin subunits+a-, f-, and y-gliadins, 30000-55000.
Reference one-dimensicnal SDS-PAGE patterns of total proteins from the two cultivars studied were
included on the gels; ‘Anza’ on the left and *Yecora Rojo’ on the right. (8) Proteins from gel equivalent to
that shown in Fig. 1 clectroblotted to a polyvinylidene difluoride membrane and stained with amido
black. (c) Polyacrylamide gel after electroblotting of proieins to membrane of Fig. 18, stained with
Coomassic Brilliant Blue R250.
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Flaure 3: Effect of varlous DTE concentratlons on band resolutlion of wheat

storage protelns extracted by a water/acetonltrllemercapto-ethanol (40/50/10)

solvent from flve durum genotypes. Drled gels were rehydrated with 8 M urea,

2.4 % carrlier ampholytes (pH 4-9) and: A) S mM DTE, B) S0 mM DTE, C) 100 mM

DTE. Labelled (®) patterns correspond to *{-45’ wheat genotypes.
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Flaure 5: Characterlzatlon of LMWG subunlts from two-dimensional CIEF x

SDS-PAGE) electrophoretlc patterns of wheat storage protelns sequentlally

extracted by a water/acetonltrll/mercaptq—ethano! (40/50/10) solvent (after

removal of from water-soluble fractlons): A) cv. ‘Agathe” (LMWG-2 allellc

type) and B) cv. ‘Kldur’ (LMWG-1 allellc type).
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CONCLUSIONS

1

OUTIL DE TRES HAUTE RESOLUTION : le seul & permettre la résolution de
pluslieurs centalnes de prodults d‘expression des génes

SENSIBILITE : permet 17analyse du phénotype d’un individu (gralne), sans
détrulre la capaclité de celle-cl a germer ---> études génétliques

REMARQUABLE FLEXIBILITE : le cholx du procédé est dicté par le probléme
étudlé ; pas de recommendatlion générale

La SPECIFICITE DES PROTEINES DE RESERVE peut faciliter les études
bidimensionnelles : quantltés élevées, falble nombre de polypeptides
majeurs, graines faclles a manipuler et & congerver

Mals Impose CERTAINES CONTRAINTES car : falble solublilité, falble charge’
électrique, hydrophoblcité, tendance & 1/agrégation ---> adaptation
des techniques, particullérement dans le cas des protélnes basliques

| Frome 3

- L’électrophorése bidimensionnelle a été trés développée pour de NOMBREUSES
ETUDES DES PROTEINES DE RESERVE DES GRAINES et commence & contribuer &
| “AMELIORATION de ces derniéres

. Etudes flnes de la composition polypeptidique

. Etudes génétiques (phylogénie, locallsation chromosomique)

. Etudes physlologiques

. Etudes structurales (homologies structurales, purlfication en vue
d’un mlcroséquengage

. BAppllications : ldentlflcation varlétale, sélectlon, ldentification
de génes d’intérét agronomlque

PERSPECTIVES : Exploltation des techniques d’ANALYSE D‘’IMAGE
- expresslon des protéines au cours du développement de la plante et dans
gses différents organes ou tissus ---> contribution au contrdle de

| “expression des genes

- ldentification et quantification précises de protéines spéclflques de
la qualité d’utilisation du graln

|j Flcues 32.



