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ORIENTATION GENERALE DES RECHERCHES

Depuis le début de ma carriere a 'IINRA, mon activité de recherche a été centrée sur les
protéines des céréales, leur composition et leurs propriétés, avec différents domaines
d'application touchant successivement a la génétique et la sélection, a I'identification des variétés
et a la recherche des bases biochimiques et moléculaires de la qualité technologique.

De 1968 a 1972, au Laboratoire de Recherches sur la Qualité des Blés de Paris, le premier
sujet traité, objet de ma These de Doctorat d'Etat, a concerné les désoxyribonucléoprotéines et les
histones du grain de blé. Ce théme a permis de développer ma connaissance fondamentale des
protéines et de m'initier a leurs techniques d'étude.

Dans une seconde phase (1973-1976), mettant a profit la formation de nature a la fois
biochimique et génétique recue, je me suis orienté vers différents problemes essentiellement
appliqués a l'amélioration de la qualité technologique des blés tendres et a l'identification
variétale en faisant intervenir les gliadines et les gluténines, protéines de réserve du grain.

Une année sabbatique dans une équipe américaine (1976-1977) m'a permis d'approfondir
certains aspects touchant a la biochimie-génétique des blés, en particulier des problemes de
phylogénie, griace a I'étude des séquences d'acides aminés N-terminales de différentes fractions
gliadines.

En 1977, j'ai été affecté au Laboratoire de Technologie des Blés durs et du Riz de
Montpellier et, de 1977 a 1979, je me suis consacré d'une part, au développement des techniques
d'identification variétale par électrophorese et, d'autre part, a I'étude des relations applicables en
sélection entre la composition des protéines et certains parametres de la qualité technologique des
blés tels que les propriétés viscoélastiques du gluten.

En 1979, j'ai été chargé des fonctions de Directeur du Laboratoire (Laboratoire de
Technologie des Céréales). Tout en assurant la direction administrative, j'ai poursuivi certaines de
mes précédentes recherches sur l'amélioration des techniques d'identification des variétés de
céréales, ainsi que sur la mise au point et le développement d'outils biochimiques en sélection
qualitative des blés. Je me suis cependant surtout consacré, dans le cadre des axes définis au sein
du Département Technologie des Glucides et des Protéines, a l'animation scientifique du
Laboratoire, en essayant de faire progresser l'approche biochimique et, ultérieurement, 1'approche
moléculaire des problemes de qualité technologique des blés tendres et des blés durs, tout en
assurant le maintien des activités touchant a la technologie du blé dur et des pates alimentaires et
des relations avec les professionnels de la sélection et les industriels de la filiere blé dur.

Depuis 1986, j'ai repris une activité de recherche a plein temps et j'assure aujourd'hui
simplement l'animation scientifique de l'unité "Biochimie et Génétique de la Qualité des
Céréales" (3 scientifiques, 1 assistant-ingénieur, 3 techniciens, 5 étudiants) dans le cadre du
Laboratoire de Technologie des Céréales, dirigé par P. FEILLET.



Pour des raisons de clarté, I'exposé des principaux résultats qui va suivre distingue les
grands thémes abordés au cours de ma carriere, sans nécessairement tenir compte de leur
chronologie d'obtention. Il est complété par les perspectives de développement de 1'Unité de
Recherches que j'anime actuellement.
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I - ETUDE DES DESOXYRIBONUCLEOPROTEINES ET DES HISTONES
DU GRAIN DE BLE

Les recherches initialement entreprises dans le cadre de mes mémoires universitaires
(DEA de Physiologie Végétale Appliquée (127) et These de Doctorat d'Etat Es-Sciences
Naturelles (128)) ont concerné les acides nucléiques du blé et les protéines basiques (histones)
apparemment associées a I'ADN sous forme de désoxyribonucléoprotéines (DNP). Le rdle
biochimique et génétique fondamental de ces constituants (support des caracteres héréditaires et
contrdle de leur transmission) était déja bien admis a I'époque et différents travaux commencaient
a attribuer une certaine spécificité biologique et génétique aux histones. Cette étude, qui était
toutefois fondée sur une approche biochimique simple - bien antérieure a l'apparition des outils
de la biologie moléculaire - n'a pas débouché sur des résultats immédiatement utilisables a
I'amélioration des variétés de céréales. En revanche, le travail est apparu constituer une base
intéressante pour des recherches de nature plutdt physiologique et nous a permis, par ailleurs, de
développer notre formation scientifique dans le domaine de la biochimie-génétique des blés.

1.1 - Etude physico-chimique des DNP et des histones du germe de bl€.

Une technique de purification fondée sur les propriétés de solubilit¢ des DNP en milieu
salin concentré et d'insolubilité aux concentrations isotoniques (NaCl 0,14 M), a permis d'isoler
des DNP de germe de blé avec un rendement de 80 %. De par leur composition (40 % ADN, 1,5
% ARN, 46 % histone, 12 % protéine acide résiduelle), celles-ci s'apparentent a leurs
homologues animales connues (7). Leur intégrité n'apparait pas modifiée par rapport aux DNP
isolées directement des préparations de noyaux cellulaires de germe de blé (128).

L'étude des histones isolées de ces DNP a permis de mettre en évidence plusieurs
analogies (solubilité, composition chimique, spectres UV, acides aminés) avec les histones de
thymus de veau ou de plantule de pois (62). La purification des principaux composants
€électrophorétiques a permis de dégager une certaine originalité de 1'histone de germe de blé
(absence apparente de fraction F3, atténuation du groupe F1) vis a vis des autres histones
végétales connues, mais aussi d'apparenter certaines fractions de l'histone de germe de blé a des
types classiques (F2al, F2a2, F2b) définis a l'origine chez le thymus de veau (6). On a
particulierement noté la grande similarité entre les fractions les plus riches en arginine (F2al) et
leurs homologues végétales et méme animales, ce qui a permis de souligner 1'exceptionnelle
stabilité de ces fractions et le comportement peu évolutif de 1'histone elle-méme.

1.2 - Les composés nucléiques des différentes régions du grain de blé.

Le grain de blé mature ne contient que 0,20 a 0,25 % d'acides nucléiques, dont 40 %
d'ADN. Ces composés se répartissent approximativement a raison de 1/3 dans l'albumen (la
farine), 1/3 dans les enveloppes (les sons) et 1/3 dans le germe (3, 60). Ce dernier, qui ne
représente que 2 a 3 % du poids du grain, apparait donc particulierement riche en ARN et en
ADN (respectivement 2,3 et 1,0 %) (127). En raison de la dégénérescence des tissus de réserve,
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la purification des DNP a partir du grain entier est plus difficile qu'a partir du germe et ces DNP
sont partiellement dénaturées. Les préparations d'histones obtenues a partir de 1'albumen du grain
apparaissent qualitativement identiques a celles du germe, mais demeurent généralement
contaminées par des globulines du suc nucléaire.

Certaines relations entre les histones du blé et les 4 classes de protéines définies par
OSBORNE ont été précisées : les préparations de globulines contiennent, chez le germe, jusqu'a
17 % d'histones, mais en sont dépourvues chez la farine; d'autre part, les histones sont totalement
absentes des préparations d'albumines et de gliadines (1).

1.3 - Les histones au cours du développement et de la germination du grain.

Les observations rassemblées sur le plan biochimique ont permis d'aborder une étude
essentiellement dynamique des histones, visant a préciser certains aspects de leur fonction
globale et du role particulier de leurs composants.

L'évolution de la constitution des histones au cours de la maturation du grain montre ainsi
une grande stabilité des fractions du type F2a et F2b (indiquant un role essentiellement structural)
et une apparition tardive du groupe F1 (vraisemblablement impliqué dans la répression de
certains genes lors du ralentissement des syntheses). Inversement, au cours de la germination du
grain, ou de I'embryon isolé, on note une rapide diminution du nombre de constituants histones
(phénomene probablement 1ié a I'initiation de nouvelles syntheses), notamment ceux du type F1,
d'ailleurs pratiquement absents des tissus de la jeune plantule (7)(118).

1.4 - Aspects génétiques de la constitution des histones du blé.

La comparaison des histones isolées de différents genres, especes ou variétés de Triticum,
Aegilops, Hordeum et Secale, montre une grande similarité de constitution électrophorétique (2).
Les fractions riches en lysine (F1) apparaissent sensiblement plus spécifiques que les fractions
riches en arginine (F2a), confirmant les conclusions présentées sur divers organismes animaux et
végétaux (2)(7).

Cette remarquable conservation au cours de la différenciation des especes est
vraisemblablement a rapprocher des fonctions trés particulieres des histones, fonctions qui
exigent une absence de modification évolutive du fait de la conservation, durant des millions
d'années, de la structure de 'ADN.
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IT - IDENTIFICATION DES VARIETES DE CEREALES AU MOYEN DE
TECHNIQUES ELECTROPHORETIQUES

Les travaux poursuivis au Laboratoire de Recherches sur la Qualité des Blés de Paris
visaient a résoudre, en s'appuyant a la fois sur des études biochimiques et génétiques et sur des
travaux a caractere technologique, les problemes de qualité se posant aux stades de la sélection
variétale, de la production des semences et du classement des récoltes, en vue de mieux satisfaire
aux besoins des secteurs de la transformation et de I'utilisation des blés.

Depuis le début des années 70, avec l'apparition sur le marché francais et européen de
variétés de blé a haute productivité mais de qualité technologique incompatible avec les besoins
de la meunerie (Maris Huntsman, Clément) ou de la semoulerie (Durtal, Tomclair) - qui sont
venues remettre en cause les criteres de classement utilisés jusqu'alors - les industriels ont
manifesté un grand intérét pour l'aspect variétal de leur matiere premiere. Bien que n'étant pas le
seul facteur influencant la qualité des blés, la variété est restée, depuis lors, le meilleur critére
pour garantir un niveau donné de qualité technologique et pour permettre une différenciation
entre les blés panifiables et les blés fourragers.

L'idée d'un commerce des grains fondé sur la déclaration de la variété ayant été
progressivement acceptée et différents niveaux de prix étant entrés en usage, il devenait
nécessaire de disposer de tests indiscutables d'identification variétale, particulierement sur des
échantillons renfermant plusieurs variétés en mélange.

Apres avoir confirmé la nette insuffisance des tests antérieurement utilisés (criteres
botaniques, physiologiques, morphologiques, chimiques,...) (5)(9), nous avons cherché a
développer une nouvelle méthode a la fois tres spécifique et donnant des résultats indépendants
des facteurs agro-climatiques. Différents travaux avaient signalé, deés le début des années 60,
l'intérét possible des diagrammes électrophorétiques de la fraction gliadine du grain. Toutefois,
en raison de la complexité de ces diagrammes et de la difficulté a les reproduire, ces travaux
s'étaient limités a constater les différences variétales, sans parvenir a les utiliser véritablement
pour identifier les variétés.

Notre intervention dans ce secteur a successivement concerné :

1) l'interprétation des électrophorégrammes et la construction de clés de détermination des
variétés (1972-1975),

2) I'amélioration des techniques d'électrophorese et la mise au point de nouveaux supports (1973-
1981),

3) le développement des techniques aupreés des laboratoires professionnels, la formation du
personnel (1975-1976) et 1'animation du groupe d'experts "Electrophorese" du BIPEA (1977-
1985).
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Dans la toute derniere phase (1986-1987), nous avons réduit notre activité de
développement et de formation au profit de nouvelles recherches sur probleme de
l'informatisation de la lecture et du traitement des données de 1'électrophorese dans le but
d'automatiser totalement le procédé, notamment dans le cas de mélanges totalement inconnus tels
que des farines industrielles.

2.1 - Interprétation des électrophorégrammes de gliadines : signification des différences
variétales observées

Quel que soit le support utilisé (gel d'amidon, gel de polyacrylamide), chaque variété
possede un diagramme électrophorétique des gliadines caractéristique (par la mobilité relative des
bandes et leur concentration) et totalement indépendant des facteurs d'environnement de la plante
(5)(11). Ce remarquable polymorphisme intervariétal est a la base de tout le systeme
chimiotaxonomique qui a permis l'identification variétale (56)(95)(99).

Dans le but de comparer objectivement ces diagrammes variétaux, on a tout d'abord
réalisé un inventaire des composants rencontrés dans une collection mondiale de plus de 400
génotypes. Comme une technique d'électrophorése ne permet cependant pas, a elle seule, de
démontrer que des bandes de mobilité apparemment identique correspondent bien a une méme
espece moléculaire, il est extrémement difficile d'établir un répertoire exhaustif des composants
présents dans un grand nombre de variétés. L'idée retenue - dans l'optique appliquée qui était la
notre - a donc été de se fonder sur les seuls composants repérables sans ambiguité et de
considérer de fait comme identiques ceux dont les valeurs de mobilité n'apparaissaient pas
significativement différenciables. 50 composants seulement, répartis en o-, -, y- et w-gliadines
ont été retenus et chaque variété a pu €tre caractérisée par un ensemble limité et clairement défini
de composants de ce répertoire (8)(9).

L'utilisation des concentrations relatives (ramenées a une échelle de 5 niveaux : O, tr., +,
++ et +++, ou encore: 1,2,3,4 et 5) a finalement permis de schématiser les diagrammes, d'établir
des diagrammes-types variétaux normalisés, de s'assurer de la signification réelle des données
expérimentales obtenues et de démontrer la validité d'une interprétation fondée sur le systeme
électrophorétique (8)(46)(63).

Ces diagrammes-types, véritables empreintes digitales des variétés, ont d'ailleurs été
introduits, depuis cette époque dans les fiches descriptives des variétés établies par le GEVES.

2.2 - Indices de similarité des diagrammes et clés d'identification variétales.

A partir d'un schéma normalisé, 'appréciation rapide et objective du degré de similarité
des diagrammes est devenue possible. On a pu quantifier l'analogie (ou la dissemblance) en
calculant un indice (absolu ou relatif) de similarité (ou de dissimilarité) de tous les diagrammes
pris deux a deux. Comme des indices de similarité élevés correspondent généralement a des
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variétés génétiquement apparentées, ce systeme a été proposé pour estimer la "distance
génétique" des variétés ou des géniteurs utilisés dans les programmes d'hybridation (9).

Enfin, sur la base des différences significatives détectées, on a congu un systéme de clés
de détermination des variétés francaises (8)(9) et européennes (47)(58) qui permet de retrouver
sans ambiguité le nom d'une variété inconnue a partir de son électrophorégramme. Ces tableaux
chimiotaxonomiques, construits a I'image de flores botaniques, utilisent les données qualitatives
(présence/absence) ou quantitatives (présence avec : +, ++ ou +++) des diagrammes. Les clés de
détermination ont été tres utilisées dans l'interprofession céréaliere depuis 1976 et ont été
régulierement mises a jour et publiées dans le cadre du BIPEA sous notre responsabilité (51)(52).

A T'origine (1973 a 1977) et partir des électrophorégrammes de gliadines en gel d'amidon
utilisés a 1'époque, les variétés de blés tendres et de blés durs cultivées en France possédaient une
assez grande diversité de diagrammes et environ 95 % pouvaient étre identifi€es individuellement
dans les clés de détermination. Seuls quelques blés génétiquement tres apparentées (lignées-
sceurs) ne pouvaient étre reconnus individuellement. Ce pourcentage s'est abaissé a 70 % par la
suite en raison de l'inscription de nombreux blés d'hiver présentant entre eux des parentés
génétiques élevées, ce qui a amené a rechercher des supports d'électrophorese plus résolutifs ainsi
que des protéines présentant un polymorphisme intervariétal complémentaire de celui des
gliadines (66)(71)(cf par. 2.5 ci-dessous).

2.3 - Identification variétale dans les mélanges commerciaux de grains.

En présence d'un lot de variété pure, le controle est réalisé simplement sur une mouture du
lot de grains. Les principaux composants du diagramme sont repérés grace a un témoin et la
lecture de la clé de détermination permet alors, soit la confirmation d'une variété présumée, soit
l'identification exacte d'une variété inconnue.

En cas de mélange de plusieurs variétés, le seul moyen connu pour déterminer la
composition variétale qualitative et quantitative est l'analyse grain par grain d'un micro-
échantillon représentatif. Le test est généralement pratiqué sur 50 grains. On identifie les
différentes variétés en présence a partir des diagrammes de chacun des grains et on établit leur
pourcentage relatif. La composition variétale est alors calculée dans la limite d'un intervalle de
confiance donné par les tables statistiques et comparée, selon le type de transaction, aux
différentes normes de tolérances exprimées dans les documents contractuels (10)(48)(49)(50).

2.4 - Développement de la technique d'identification variétale dans 1'interprofession céréaliere

Le principe de I'analyse électrophorétique des gliadines grain par grain a fait 'objet d'une
tres large utilisation depuis 1975, dans la filiere céréaliere francaise, ainsi que dans plusieurs
grands pays céréaliers (Australie, Canada, Angleterre, Italie,...). Au début des années 1980, le
BIPEA a estimé a environ 2500 le nombre d'échantillons (de 50 grains chacun) qui étaient
analysés annuellement par l'ensemble des laboratoires de la meunerie, de la semoulerie, de
certaines coopératives et des silos portuaires. Le procédé conserve aujourd'hui toute sa valeur par
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les services qu'il rend aux utilisateurs (56). Cest en effet le seul a pouvoir fournir des
renseignements objectifs sur la composition variétale des lots commerciaux. Sa mise en oeuvre
apparait treés rentable compte tenu de 1'importance économique des transactions qu'il permet de
contrOler. L'effet dissuasif qu'il a exercé aux différents niveaux de la collecte, du classement et de
l'exportation a été extrémement net des sa premiere année d'utilisation.

Pour améliorer l'information et la formation des laboratoires, pour permettre une bonne
concordance des résultats entre laboratoires et proposer l'agrément officiel des laboratoires
chargés d'analyses a la demande de la Chambre Arbitrale, une commission "Electrophorése", un
circuit mensuel d'analyses et groupe d'experts "Electrophorése des gliadines", dont nous avons
été le responsable scientifique pendant dix ans, ont été créés dans le cadre du BIPEA. Différents
manuels d'instructions (100)(115)(116)(117) et une Norme AFNOR (130) ont été également
rédigés.

2.5 - Evolution des techniques d'électrophorése pour l'identification variétale

Dans le but de simplifier la méthode, d'améliorer son pouvoir de résolution et de
discriminer davantage de variétés, nous avons respectivement testé de nouveaux appareillages et
de nouveaux supports (71)(75), en cherchant notamment a substituer au gel d'amidon le gel de
polyacrylamide dans sa version classique (A-PAGE) ou en milieu dénaturant (SDS-PAGE)
(16)(71). Ce dernier, également applicable aux gluténines du grain, était susceptible d'apporter
une information génétique plus large. Dans le cadre d'une Convention avec I'RTAC nous avons
également évalué les potentialités de différents systemes (électrophorése en gradient,
électrofocalisation, électrophorese bidimensionnelle, RP-HPLC) susceptibles de se substituer
ultérieurement a 1'électrophorese classique (105). A la suite de ces travaux, les laboratoires
francais pratiquant l'identification variétale par électrophorese ont adopté respectivement les
techniques de A-PAGE (dans une version verticale rapide : 1h 30) pour les blés tendres et de
SDS-PAGE pour les blés durs.

Une extension de la méthode permettant une identification des variétés d'orges et de malts
a été également réalisée, tout d'abord avec le Pr. R. SCRIBAN (53)(68)(74), puis, en se fondant
sur les diagrammes SDS-PAGE des hordéines, dans le cadre d'une collaboration avec le TEPRAL
(These de A. MONTEMBAULT) (21)(24)(77)(78).

2.6 - Automatisation de l'identification variétale par informatisation de la lecture des
électrophorégrammes.

Ce tout dernier développement était justifié par le caractere encore relativement
"artisanal" de la lecture des électrophorégrammes : décodage visuel, identification par lecture
d'une clé, document remis a jour chaque année manuellement. Le procédé devait donc étre
réexaminé en intégrant les progres réalis€s en matiere de saisie et de traitement informatiques des
données biochimiques, ou méme des systemes de lecture des "codes barres". Le probleme de
l'identification des variétés en mélange dans des produits broyés (farines industrielles) - qui n'est
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actuellement résolu dans aucun pays - a fait I'objet d'une attention particulicre (AIP-INRA et
Contrat de Plan Etat Région, pdle PRIAM).

On a pour cela écrit trois types de logiciels permettant :

I)la gestion d'une banque de données constituée par les diagrammes électrophorétiques
(mobilités et intensités des bandes, aprés décodage visuel) des différentes variétés de blés
francais,

2) l'interrogation des fichiers sur la base de la présence ou de l'intensité des bandes, systeme
"ouvert" qui se substitue aux anciennes clés de détermination et qui permet des mises a jours sans
entrainer de modification ou de refonte des clés dichotomiques,

3) le calcul d'indices de similarité permettant la comparaison d'un diagramme inconnu avec ceux
de la banque de données et 1'identification des variétés présentant un diagramme identique, ou les
diagrammes les plus proches (30).

Pour éviter 1'étape de décodage visuel, nous avons ensuite interfacé un densitometre a
laser a un microordinateur de maniere a saisir directement les diagrammes. Un autre programme
a alors été écrit pour réaliser la digitalisation des courbes, le filtrage du signal, la correction de
ligne de base, la recalibration des diagrammes en mobilités et intensités relatives (grace a des
témoins de poids moléculaire) et une comparaison (calcul d'indices de similarité) avec la banque
de données. A condition de disposer de diagrammes possédant un niveau de résolution répétable
(tel est actuellement le facteur limitant du systeme), l'identification entierement automatique
d'une variété inconnue devient possible (37)(90).

Simultanément, en relation avec le Pr. Y. ESCOUFIER (Biométrie-Montpellier) et D.
BERTRAND (INRA-Nantes), l'introduction d'outils mathématiques (ACP, AFD, transformées de
Fourier) du type de ceux utilisés pour les spectres infrarouges a permis de commencer a
progresser dans le traitement (structure mathématique, fluctuation intravariétale) des courbes
densitométriques discrétis€es completes (et non plus seulement d'un petit nombre de couples
mobilité/intensité) (VIRION). Le fait de pouvoir caractériser une variété par une famille de
courbes et non par un spectre simplifié unique a permis d'aborder le cas des mélanges variétaux
inconnus. Mais, si cette approche a bien permis la discrimination des variétés pures, aucune
méthodologie suffisamment précise et fiable n'a pu encore étre proposée pour le cas de variétés
en mélange dans les farines industrielles.
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I1I - BIOCHIMIE-GENETIQUE DES BLES

L'intérét des outils biochimiques - particulierement les techniques électrophorétiques et
les déterminations de séquences N-terminales d'acides aminés - a ét¢ examiné dans le but de
résoudre des problemes de nature génétique ou cytogénétique et mettant en jeu des marqueurs
(protéiques ou enzymatiques) de certains caracteres technologiques ou agronomiques. Plusieurs
de ces études ont été menées avec nos collegues du Département de Génétique et Amélioration
des Plantes dans le cadre du groupe de travail INRA "Biochimie-Génétique du BIé" (11)(73).

3.1 - Identification de marqueurs chromosomiques et génomiques. Relations homéologiques entre
les chromosomes des blés et des espéces voisines :

Différents programmes de 1'Amélioration des Plantes ont pour objectif de transférer aux
blés des genes de résistance aux maladies par croisements interspécifiques ou intergénériques
(BIé x Aegilops, Blé x Agropyrum, ou Blé x Seigle). Il est apparu que l'avancement de ces
programmes de sélection par introgression pouvait €tre facilité par I'examen des diagrammes
électrophorétiques de marqueurs protéiques ou enzymatiques, soit au niveau du choix des
souches, griace a la mise en évidence de relations homéologiques, soit au niveau de 1'identification
des lignées ayant effectivement hérité des fragments chromosomiques portant le (ou les) gene(s)
intéressant(s).

Une premiere priorit€ a été donnée au génome D, considéré comme responsable du
caractere panifiable du blé tendre. L'étude de différentes lignées aneuploides de blé et de
nombreuses especes sauvages a ainsi permis d'identifier chez les blés francais plusieurs
constituants gliadines (notamment du type w) et gluténines, marqueurs du génome D (65).

L'étude d'aneuploides (lignées d'addition ou de substitution chromosomique) du blé dur a
permis de montrer que les genes codant pour les protéines (y-gliadines) associées aux
caractéristiques viscoélastiques du gluten de blé dur étaient localisés sur le bras court du
chromosome 1B (20) et se trouvaient donc associés a ceux des LMW-gluténines (83)(98), a la
différence des genes de HMW-gluténines localisés sur les bras longs des chromosomes 1A et 1B
(42)(81)(85).

L'analyse électrophorétique des gliadines (ainsi que des f-amylases et des peroxydases)
de séries completes de lignées d'addition chromosomique Blé x Seigle et BIé x Agropyrum a
conduit a suggérer de nouvelles relations homéologiques entre les chromosomes de ces especes et
ceux du blé (13)(14). Dans le cas des croisements Blé x Aegilops ventricosa, I'étude des gliadines
de 139 lignées d'addition a permis au contraire de conclure a une hétérogénéité structurale
résultant de recombinaisons entre les différents génomes A, B, ou D, plutdt qu'a un marquage
génétique des chromosomes des génomes D et Mv (22).

Une étude des principales familles protéiques de Triticale classiques (octo et hexaploides)
mais également de types tétraploides vient d'étre également réalisée en relation avec M.
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BERNARD. Certaines juxtapositions inhabituelles de génomes A, B, D ou R viennent d'étre
observées, ce qui devrait contribuer a la connaissance des régulations intergénomiques et dans la
vision globale de l'apport des chromosomes du génome D dans un contexte autre que celui du
blé.

3.2 - Déterminisme génétique des gliadines et des gluténines de blé dur.

La connaissance de I'héritabilité des marqueurs est un préliminaire indispensable a
l'introduction de ces derniers dans les programmes de sélection variétale.

Malgré de nombreuses difficultés d'interprétation liées a la complexité des
électrophorégrammes de lignées hybrides et a 'existence de bandes recouvrant plusieurs especes
moléculaires différentes, I'examen de descendances F1 et F2 de différents croisements
intervariétaux a permis d'observer que :

- les constituants gliadines et gluténines se transmettent "en bloc", premicre indication de
l'existence de familles de genes étroitement li€s qui devait étre démontrée ultérieurement pour
toutes ces catégories de protéines de réserve (112).

- ces blocs correspondent a des alleles dont le déterminisme génétique est de type co-dominant
(20).

-un méme "locus complexe" peut englober des genes de différentes classes de protéines, par
exemple de y- et d'w-gliadines, mais aussi de LMW-gluténines, se trouvant ainsi génétiquement
liés (et ayant peut-€tre divergé a partir d'un méme geéne ancestral), mais codant pour des protéines
totalement différentes au plan physico-chimique et fonctionnel (81).

3.3 - Phylogénie des blés.

En complément des études électrophorétiques, une étude des séquences N-terminales
d'acides aminés a été réalisée au cours d'un stage postdoctoral en Californie dans 1'équipe de D.D.
KASARDA.

L'analyse globale des gliadines totales isolées de 8 especes de Triticinées (T. aestivum, T.
boeoticum, T. urartu, A. speltoides, A. squarrosa,...) a montré que toutes ces especes possédent
une méme séquence N-terminale dominante chez leurs gliadines, séquence correspondant a celle
des o/p-gliadines du blé tendre. Les prolamines de seigle, au contraire, possedent une séquence
tres différente, mais qui s'apparente a celle (dite ancestrale) de certaines y-gliadines du blé
(17)(69).

L'étude des séquences N-terminales (sur 25-28) de différents constituants w-gliadines des
blés isolés par chromatographie d'échanges d'ions et par électrofocalisation préparative (67)(70) a
permis de découvrir trois nouveaux types de séquences (types SRL, KEL et RQL), tous différents
de la séquence o/ff dominante, mais présentant entre eux, apres réalignement, une certaine
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homologie (23)(72). En collaboration avec P. SHEWRY (Angleterre), il a été montré que 1'une de
ces séquences (RQL) se retrouvait chez une C-hordéine de l'orge (19). L'examen de ces
séquences (présence de délétions, additions, duplications de portions de 'ADN) a permis de
conforter 'hypothese selon laquelle le polymorphisme élevé des prolamines de céréales provenait
(au cours d'une évolution vraisemblablement récente au sein des graminées) de duplications de
genes, suivies d'une divergence par des mutations ponctuelles, des délétions, des additions et de
nombreuses  répétitions de portions de I'ADN, notamment de pentapeptides constitués
essentiellement de glutamine et de proline (23).
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IV - RECHERCHE ET UTILISATION DE MARQUEURS BIOCHIMIQUES
DE LA QUALITE TECHNOLOGIQUE EN SELECTION VARIETALE

Un effort a été entrepris par les généticiens et les sélectionneurs de céréales pour créer de
nouvelles variétés de qualité technologique améliorée : blés tendres de bonne qualité boulangere
et tres productifs, blés tendres de force boulangere élevée (blés améliorants), blés durs de haute
qualité culinaire. Le développement de microtests permettant une prédiction fiable et plus
précoce de la valeur technologique potentielle sur des milliers de génotypes dans les programmes
de sélection devrait permettre d'accélérer le progres génétique (61). Nous considérons que les
microtests biochimiques constituent des outils de choix dans ce domaine : application possible en
grandes séries sur de micro échantillons, automatisation, héritabilité élevée, prise en compte des
bases physico-chimiques de la qualité - lesquelles correspondent a des objectifs pérennes
davantage compatibles avec le travail a long terme du sélectionneur (80)(88)(111).

Nous considérons que le succes de ces programmes passe par une distinction claire entre
la qualit¢é commerciale d'un échantillon (laquelle intéresse l'utilisateur meunier, boulanger ou
pastier) et la valeur potentielle d'un génotype (laquelle intéresse le sélectionneur aux premiers
stades de la sélection). La qualité commerciale peut étre évaluée par exemple au moyen de tests
directs de panification ou pastification qui prennent en compte l'influence de la variété et des
facteurs culturaux. Au contraire, le sélectionneur doit pouvoir identifier la composante purement
génotypique de la qualité. Les tests qu'il doit mettre en oeuvre ne peuvent donc pas étre a priori
ceux qui conviennent a 1'utilisateur industriel (96)(98)(121)(122).

4.1 - Composition protéique et qualité boulangere des blés tendres.

A partir des travaux de mise au point d'un test direct d'appréciation de la force boulangere
(méthode de micropanification de BOURDET) auxquels nous avons initialement participé
(4)(12)(45), nous avons contribué au développement de plusieurs microtests aupres des
sélectionneurs de blé (88).

La mesure des propriétés viscoélastiques du gluten a été particulierement étudiée et a
servi de référentiel de la qualité pour des études biochimiques plus fondamentales (82).

A partir d'une expérimentation multilocale réalisée dans le cadre du Contrat INRA - GIE
"Club des 5", nous avons ainsi étudié la fiabilité et I'intérét pratique de plusieurs des microtests
mis au point au laboratoire : fermeté, recouvrance élastique et hydratation du gluten (These de E.
HOULIAROPOULOS), détermination de la fraction "gel protéique" (These de M.F. GAUTIER),
solubilité des protéines dans les savons (travaux de K. KOBREHEL). Si cette derniere méthode
apparait fortement influencée par les facteurs d'environnement, le gel protéique et les propriétés
viscoélastiques du gluten présentent une bonne aptitude a discriminer les génotypes et a prédire,
sur de faibles quantités d'échantillons, la qualit¢ boulangere des blés, particulierement la
composante rhéologique (force boulangere). D'autre part, une relation a été trouvée entre les
propriétés viscoélastiques du gluten, la teneur en gel protéique des farines, et la composition
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électrophorétique en "sous-unités" HMWG (88), confirmant les travaux antérieurs qui ne se
référaient qu'a des criteres directs de la qualité.

Certains de ces tests (viscoélasticité, solubilité) se sont également révélés utiles pour la
prédiction de la qualité des farines destinées a la glutennerie et pour l'appréciation de certaines
composantes de la qualité des glutens industriels (29)(102)(Contrat MRT "Glutens industriels"),
bien que des recherches complémentaires (actuellement en cours dans un programme IRTAC)
soient encore nécessaires pour conclure définitivement.

42 - Intérét de la technique d' HPLC pour la prédiction de la qualité boulangére.

Récemment, une nouvelle approche a privilégié 'étude des propriétés agrégatives des
protéines pour l'appréciation de la qualité boulangere des blés (Contrat INRA - GIE "Club des
5"). Le caractere panifiable d'un blé repose en effet sur l'aptitude de ses protéines a former des
complexes, des réseaux, des agrégats au cours des processus de transformation. Or, l'utilisation
des techniques d'électrophorese (ou de RP-HPLC) implique toujours une destruction préalable
des complexes protéiques natifs. L'idée était donc de préserver au maximum I'état d'agrégation
des complexes protéiques "natifs" pour en déduire une estimation de la qualité boulangere. La
technique chromatographique classique sur colonne étant incompatible avec les besoins de la
sélection, seules les techniques d'HPLC appliquées aux complexes protéiques pouvaient répondre
au probleme. Les travaux en cours depuis 3 ans ont permis d'optimiser les conditions de
solubilisation et de fractionnement des protéines (5 pics de taille moléculaire différente),
d'améliorer la répétabilité et la fiabilit€ des résultats au plan de l'aptitude a discriminer des
génotypes et des relations entre le profil d'élution et la qualité intrinseque des blés. En particulier,
le % de pic n° 1 (pic exclu : agrégats de taille > 800 KDa) et le % de pic n° 2 (agrégats
intermédiaires : 150 a 800 KDa) semblent constituer de bons criteres de prédiction
(43)(88)(93)(These de T. DACHKEVITCH).

Sous réserve d'études complémentaires d'héritabilité, actuellement en cours, l'outil HPLC
parait aujourd’hui présenter un intérét en sélection des blés, notamment par son automatisation
totale (depuis l'injection de 1'échantillon jusqu'a la saisie et au traitement informatiques des
données) (108). L'identification des régions de la courbe d'élution présentant une relation avec la
qualité a été facilitée par le développement au laboratoire d'un logiciel de calcul et d'édition des
"corrélogrammes" entre I'ordonnée de chaque point de la courbe d'élution et un indice de qualité
technologique.

Une variante du procédé, développée en vue de maximiser les différences intravariétales
(et non plus intergénotypiques) est également en cours d'étude dans le cadre du Contrat INRA-
GMP, dont 'objectif est de parvenir a une appréciation rapide et automatisée (HPLC) de la classe
de qualité boulangere des farines industrielles (These de R. MERITAN).

4.3 - Qualité technologique des blés durs.

Selon une démarche similaire, des microtests d'appréciation de la qualité technologique
des blés durs ont été mis au point et évalués (dans le cadre du Contrat INRA - GIE "Blé dur")
pour leur intérét en sélection. Les principaux aspects de la qualité qui ont été abordés sont les
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suivants : couleur des pates alimentaires crues (indices de jaune et de brun), propriétés
viscoélastiques du gluten et "€tat de surface" (collant et délitescence) des pates cuites (107).

4 3.1 - Propriétés viscoélastiques du gluten et composition protéique.

Un résultat particulierement intéressant (et d'ailleurs unique dans le domaine des relations
entre qualité et composition biochimique) a été la découverte d'une relation extrémement étroite
entre la "qualité intrinséque" des blés durs, c'est-a-dire la fermeté et la recouvrance élastique du
gluten et la composition électrophorétique des gliadines (15)(18)(These de R. DAMIDAUX). Le
composant y-gliadine "45" est ainsi apparu comme un remarquable marqueur d'une recouvrance
élastique élevée, le composant "42", le marqueur d'une faible recouvrance €lastique. D'ou un outil
extrémement efficace pour la prédiction précoce (travail possible sur 1/2 grain dés la génération
F2) de la qualité culinaire intrinseque des lignées de blé dur (57)(76)(79)(110)(118). Les
conséquences sur la sélection des blés durs ont été rapides : depuis plusieurs années, toutes les
variétés inscrites au Catalogue Officiel sont de type "45"; toutes sont satisfaisantes au plan de la
qualité du gluten.

La question restait cependant de savoir si les y-gliadines "45" et "42" sont directement
responsables des propriétés viscoélastiques du gluten (relation de cause a effet ou
"fonctionnelle"), ou si la relation observée est simplement la conséquence d'une liaison génétique
(25). D'autres protéines, particuliecrement les LMWG, constituent également des marqueurs
susceptibles de déterminer la qualité du gluten (83)(85). Cette question a donc été abordée sous
un angle davantage physico-chimique (cf par. 5.1 ci-dessous). Récemment, des preuves plus
solides du rdle fonctionnel des LMWG et du role de simple marqueur génétique des y-gliadines
45 et 42 ont été apportées par la découverte d'un génotype recombinant possédant un gluten
ferme et élastique, tout en renfermant la gliadine 42 et les LMWG caractéristiques du type 45
(36)(38)(89).

Contrairement au cas des blés tendres ou ce sont les "sous-unités" HMWG qui jouent un
role prédominant dans la qualité du gluten, chez les blés durs, ce sont les "sous-unités" LMWG
qui déterminent en premier lieu la qualité. Les différences au niveau des HMWG ne paraissent en
effet jouer qu'un role secondaire chez les blés durs (81). Toutefois, les HMWG, ainsi que d'autres
constituants tels que les a- ou les B-gliadines, pourraient, malgré leur effet mineur sur la qualité,
étre pris en compte en sélection pour affiner I'actuelle différenciation entre les deux classes "42"
et "45" (40)(41).

4.3 .2 - Btat de surface des pates cuites.

Compte tenu que l'aspect rhéologique de la qualité culinaire est aujourd'hui maitrisé, la
priorité est désormais donnée au second parametre essentiel de la qualité culinaire : I'état de
surface des pates cuites. L'étude (notamment par analyse en composantes principales) de la
qualité des 120 lignées examinées
entre 1983 et 1985 dans le cadre des essais semi-industriels CTPS a permis de démontrer que le
parametre "état de surface" était influencé en premier lieu par la variété, mais n'était pas lié a la
"viscoélasticité du gluten" (28). La mesure séparée de ces deux parametres demeurait donc
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indispensable (85)(107). Les caracteres "collant" ou "délitescent" de la pate cuite peuvent Etre
aujourd'hui appréciés (a une échelle miniaturisée applicable aux stades F6 ou F7 d'un schéma de
sélection) par un jury de dégustation apres fabrication de semoules et de spaghetti. Toutefois,
jusqu'a une époque tres récente, on ne disposait d'aucune marqueur biochimique spécifique de ce
caractere et on n'avait pas de piste pour comprendre ses bases physico-chimiques. Une premiecre
explication vient d'étre suggérée en faisant appel aux interactions entre les LMWG (dont on
connait le fort caractere agrégatif) et certaines fractions de tres faible poids moléculaire riches en
SS + SH. Ces dernicres, initialement désignées DSG (Durum wheat Sulfur-rich Glutenins)
(38)(89), sont actuellement classées dans le groupe des CM-protéines grace a la séquence
complete du gene, récemment obtenue par les biologistes moléculaires. La possibilité de prédire
'état de surface des pates par un dosage immunochimique de ces protéines est actuellement a
1'étude.

4.3 .3 - Autres aspects de la qualité des blés durs.

D'autres criteres de la qualité des blés durs ont été évalués dans le cadre du Contrat INRA
- GIE "Blé dur" : l'indice de jaune des pates (spectrophotométrie et dosage des pigments
caroténoides), 1'indice de brun (spectrophotométrie et électrophorese des peroxydases), amenant a
préciser l'indépendance entre la couleur jaune et la qualité culinaire et, d'autre part, I'antagonisme
apparent (dont les bases moléculaires restent a établir) entre un faible indice de brun (faible
activité peroxydasique) et une qualité culinaire élevé (107)(121). Une approche complémentaire
des différences intra-variétales de qualité a été€ réalisée grace a 1'étude de différents produits de la
mouture semi-industrielle du blé dur (lesquels correspondent - schématiquement - a différentes
régions anatomiques du grain) (54)(55)(84).
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V - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES ET FONCTIONNELLES DES
PROTEINES

Les propriétés du gluten, notamment le comportement viscoélastique, sont déterminées
par la capacité particuliere des protéines du blé a s'associer, a former (entre elles ou avec d'autres
constituants lipidiques ou glucidiques) des agrégats, des réseaux, des complexes. Au plan
moléculaire, I'existence de longs polymeres linéaires est le plus souvent mise en avant pour
expliquer ces propriétés. Dans le détail, ce phénomene est cependant mal connu. On n'a pas
démontré avec certitude la nature (disulfure et/ou hydrophobe et hydrogeéne) des liaisons ou
interactions intermoléculaires; on ignore les mécanismes d'agrégation des protéines entre le
moment de leur biosynthese et leur état final dans le grain mir. En dépit de nombreux travaux
(notamment, au laboratoire, les theéses de M.-F. GAUTIER, G. MALAK et E.
HOULIAROPOULOS), on connait mal le role respectif joué par les différentes "sous-unités"
protéiques des gluténines dans la détermination des caractéristiques des produits finis, pas plus
que l'effet exact des différentes transformations technologiques, depuis 1'hydratation jusqu'a la
cuisson ou au séchage, en passant par le pétrissage, le malaxage, ou le laminage.

Une meilleure connaissance des propriétés physico-chimiques des protéines du blé et
des céréales en général devrait donc contribuer a une meilleure maitrise de la qualité
technologique, tant par l'identification de marqueurs moléculaires spécifiques utilisables en
sélection (ou permettant, le moment venu, des manipulations génétiques), que par la
production de grains de qualité constante face a des conditions agro-pédo-climatiques
changeantes, ou encore par une amélioration des processus de transformation
technologique.

A la suite des études réalisées en matiere de composition protéique, de biochimie-
génétique et des relations trouvées entre la présence de certains marqueurs protéiques et la
qualité, deux modeles faisant intervenir les propriétés agrégatives des protéines ont été retenus
ces dernieres années pour contribuer a expliquer les relations entre la présence de certains
marqueurs protéiques et les propriétés fonctionnelles observées en technologie : les protéines
associées a la viscoélasticité du gluten de blé dur (y-gliadines et LMWG) et les hordéines de
l'orge.

5.1 - Les y-gliadines et les LMW-gluténines du blé dur.

Dans le but d'expliquer les bases physico-chimiques de la relation rapportée ci-dessus
(par. 4.3.1) entre la nature des protéines codées au niveau du locus Gli-Bl et les propriétés
viscoélastiques du gluten de blé dur, on a purifié (par chromatographie et chromatofocalisation)
les deux y-gliadines "42" et "45". Peu de différences sont cependant apparues entre ces deux
protéines, ni au plan quantitatif, ni dans leur composition en acides aminés ou leur carte
d'hydrolyse trypsique (25). Les faibles différences observées dans 1'hydrophobicité totale ou
I'hydrophobicité de surface n'ont pas semblé non plus étre a l'origine d'importantes différences de
fonctionnalité dans le gluten (27). Les recherches se sont donc orientées vers les fractions LMW-
gluténines.
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D'une facon générale, le modele des LMWG, chez les deux familles de blés durs "42" et
"45", apparait particulierement précieux pour une étude des relations entre structure et propriétés
fonctionnelles. Ces protéines sont en effet présentes dans 1'albumen du grain sous forme de
complexe de taille élevée, mais dont les "sous-unités" polypeptidiques ont des poids moléculaires
de 35 a 50 KDa. Ce sont les fractions protéiques du gluten les plus mal connues, bien qu'elles en
constituent au minimum 20 a 30 %. Leur tres forte tendance a s'agréger et leur variabilité
génétique (liaison avec les y-gliadines "42" ou "45") indiquent respectivement qu'elles possedent
des propriétés fonctionnelles importantes en technologie et qu'elles contribuent a expliquer les
différences intervariétales de qualité des blés, les y-gliadines "42" et "45" n'apparaissant que
comme marqueurs génétiques.

Apres avoir caractérisé les LMWG par leur comportement agrégatif (par rapport aux
gliadines classiques, de nature monomérique), on a identifié leurs principales "sous-unités" par
chromatographie et par électrophorése bidimensionnelle. Il est apparu que les deux familles
génétiques de blés durs possedent des teneurs tres différentes en LMWG (27 % des protéines
totales chez les types "45" et seulement 14 % chez les types "42"). Sans nécessairement évoquer
de différence de fonctionnalité entre les deux types alléliques de LMWG, on a émis 1'idée qu'une
telle différence dans la teneur en fractions agrégatives pourrait expliquer les différences de
qualité intrinseque des blés durs (34)(86). Une nouvelle technique de caractérisation spécifique
des "sous-unités" LMWG a été récemment mise au point par électrofocalisation en gel ultra-
mince et par électrophorese bidimensionnelle (91). Cela va rendre prochainement possible leur
quantification précise par analyse d'images.

Le comportement agrégatif des LMWG du blé dur a été également évalué sous l'action de
traitements thermiques. Le chauffage d'un gluten, le séchage a haute température ou la cuisson
d'une pate alimentaire entrainent ainsi une agrégation des protéines, beaucoup plus rapide pour
les LMWG que pour les autres groupes protéiques (32)(60)(83). Ce phénomene peut étre observé
soit par la disparition des constituants électrophorétiques LMWG, soit par 1'insolubilisation des
complexes de taille élevée du profil SE-HPLC (89)(92)(101). L'hypothese que ces LMWG
pourraient participer (en association avec certaines protéines de tres faible poids moléculaire
riches en SS + SH) a l'explication du phénoméne de collant des pates alimentaires a été
récemment émise (38).

5.2 - Propriétés agrégatives des hordéines de 1'orge.

Ce programme se justifie par le contexte actuel de dégradation de la qualité brassicole des
orges destinées a la malterie-brasserie produites en France et de difficulté, pour les
sélectionneurs, de prendre en compte le caractere particulierement complexe de la qualité
brassicole. Il a été abordé dans le cadre d'un Contrat MRT-INRA "Amélioration de la qualité
brassicole des orges d'hiver" (104), puis d'un Contrat MRT-TEPRAL-CNRS-INRA "Qualité des
matieres premieres en malterie-brasserie" (106), dont les partenaires étaient chargés d'étudier
trois des principaux facteurs biochimiques de la qualité des orges, respectivement 1'amidon, les
amylases et le "manteau protéique".
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Dans I'hypothése de travail retenue, nous avons considéré que certaines catégories tres
agrégatives d'hordéines pouvaient, d'une part, entourer les granules d'amidon et limiter l'action
des amylases au cours du maltage et du brassage et, d'autre part, résister plus longtemps a I'action
des protéases. Cela expliquerait la suite de problemes de fabrication rencontrés avec certaines
orges, depuis une désagrégation insuffisante du malt, un faible taux d'extrait et des difficultés de
filtration, et peut-€tre jusqu'a des perturbations dans l'alimentation azotée de la levure et dans la
stabilité colloidale de la bicre (120).

Comme (contrairement au cas des blés) aucune relation entre la composition
électrophorétique et la qualité technologique n'a pu étre mise en évidence chez les orges, on s'est
concentré sur les complexes protéiques en €tudiant les propriétés de solubilité et d'agrégation des
différentes catégories d'hordéines (These de M.O. MILLET).

La méthode de SE-HPLC (analytique et préparative) a permis de déterminer le profil
d'agrégation d'un extrait protéique d'orge et de localiser les fractions B-, C- et D-hordéines dans
les différentes tailles d'agrégats. En milieu hydrophobe (SDS), ce sont les B- et les D-hordéines
qui semblent responsables des agrégats de plus grande taille, les C-hordéines (homologues des -
gliadines du blé) n'étant pas agrégées. Le profil HPLC d'un extrait protéique (particulierement le
rapport : B-hordéines libres / B-hordéines agrégées), qui dépend de la variété, mais aussi des
facteurs agro-climatiques, est apparu associé a certaines données du test de micromaltage. Il n'est
toutefois pas exclu que dans le contexte (aqueux) du grain en cours de germination ce soient les
fractions hydrophobes telles que les C-hordéines qui jouent un role dans la désagrégation de
I'albumen en limitant la diffusion des substances solubles. Le fait que le rapport C/B-hordéines
soit apparu tres influencé par le type de fumure azotée pourrait d'ailleurs permettre une meilleure
maitrise agronomique de la qualité brassicole (Contrat "Protéines de l'orge" avec 'RTAC).

Un autre résultat original a été la découverte, chez les orges d'hiver, de deux niveaux
d'agrégation différents au sein du grain d'orge, avec prédominance des B-hordéines vers la
périphérie du grain et des D-hordéines vers le centre. On a émis I'hypothese que cette localisation
des protéines les plus agrégatives pourrait constituer une premiere explication biochimique des
performances technologiques généralement inférieures des types d'hiver par rapport aux types de
printemps (106).
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VI - PERSPECTIVES DE DEVELOPPEMENT DE NOTRE UNITE DE
RECHERCHES

6.1 - Analyse du contexte économique.

Au sein du secteur agro-alimentaire, les céréales constituent un élément vital pour
I'économie francaise et représentent la premiere source de devises. Elles apparaissent donc
comme un créneau solide pour assurer le nécessaire développement de notre capacité
économique et de notre potentiel de production.

Parallelement a d'autres objectifs importants dans le domaine des céréales (politique de
classement, problemes de commercialisation, réduction des intrants, protection de
I'environnement...) 1'accent a été mis ces derniéres années sur la nécessité d'améliorer sans cesse
la qualité d'utilisation industrielle des productions de blés tendres, de blés durs et d'orges
destinées a la malterie-brasserie, non seulement pour le marché frangais, mais, plus que jamais,
pour préserver et accroitre nos marchés d'exportation.

Des progres considérables, dus environ pour moitié€ a la création de nouvelles variétés, ont
marqué ces dernieres décennies et 'accroissement des rendements (de 18 a 65 gx/ha en 40 ans) ne
s'est pas faite au détriment de la qualité d'utilisation puisque, par exemple, l'indice W de
I'Alvéographe Chopin est passé, au cours de la méme période, de 80-90 a 200-220. La tache des
généticiens et des sélectionneurs francais n'est cependant pas terminée. Elle doit €tre au contraire
impérativement poursuivie, non seulement en raison d'une concurrence internationale de plus en
plus sévere, mais aussi de 1'évolution des technologies de fabrication (panification industrielle,
réfrigération ou surgélation des pates, demande croissante de pains spéciaux pour "fast-foods",...)
qui réclament des farines de plus en plus fortes et, pour I'exportation, de plus en plus riches en
protéines. Actuellement, toute variété nouvellement créée se trouve dépassée en peu d'années, de
sorte que les agriculteurs frangais ne manqueraient pas de s'approvisionner en semences aupres
des pays étrangers si ces derniers parvenaient a créer des semences plus performantes que les
notres. Dans un domaine stratégique dont dépend in fine 1'indépendance alimentaire, il est certain
que celui qui possedera les semences les plus performantes détiendra un immense pouvoir.

La création de nouvelles variétés dont la culture soit intéressante pour 1'agriculteur
(production élevée et réguliere) et dont la qualité réponde aux exigences des différents
utilisateurs et des consommateurs (blés tendres de force élevée, blés tendres de bonne qualité
boulangere, blés durs de qualité culinaire élevée et de coloration satisfaisante, orges convenant a
la malterie-brasserie,...) constitue donc un objectif essentiel et permanent pour toute la filiere
céréaliere francaise.

6.2 - Stratégie de notre Unité de Recherches.

Dans le cadre du Laboratoire de Technologie des Céréales, dont les travaux s'inscrivent
dans le contexte général de 1'amélioration de la qualité des variétés de céréales et des produits
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céréaliers, l'objectif prioritaire que nous affichons pour notre Unit¢é de Recherches est
I'acquisition de connaissances de base sur la qualité technologique des céréales afin de les
mettre a la disposition des utilisateurs de la recherche que sont les sélectionneurs, les
industries des semences et les industries de transformation. S'il convient de ne pas perdre de vue
d'éventuelles retombées appliquées (nouvelles méthodes d'analyse, microtests de sélection des
variétés, géne susceptible d'étre transféré), ce n'est pas la notre objectif prioritaire. Notre mission
est d'abord d'accumuler des connaissances pour étre 2 méme de répondre aux questions
quand elles se posent. Nous ne devons pas nous substituer au secteur aval, mais nous devons
l'alimenter en connaissances scientifiques et techniques. Nous avons donc a nous poser
régulierement la question : "quelle est la recherche de base dont nos partenaires ont besoin
pour créer les types de céréales que la France et I'Europe devront produire demain ?"

6.3 - Quelle recherche de base ?

Compte tenu des domaines de compétences de 1'équipe, des moyens matériels, des
collaborations existant au sein du Laboratoire de Technologie des Céréales avec nos collegues
technologues et biologistes moléculaires; compte tenu des aussi des themes couverts par nos
collegues du Département Technologie des Glucides et des Protéines, du Département
d'Amélioration des Plantes, ainsi que par nos partenaires européens; il est apparu naturel et
important de centrer nos travaux sur la recherche des bases biochimiques, physico-chimiques
et moléculaires de la qualité technologique des variétés de blés, plus particuliérement celles
qui touchent aux protéines du grain.

Si I'on observe que la notion globale de "qualité technologique" a souvent une connotation
commerciale et qu'elle est fonction d'une politique économique parfois passagere, il est clair qu'il
nous faut investir sur des objectifs pérennes - les seuls que peuvent réellement prendre en
compte les généticiens et les sélectionneurs - et de préférence sur des modeles qui expriment de
facon simple et objective un parametre fondamental de la qualité, par exemple, la viscoélasticité
du gluten ou les propriétés plastiques des pates.

Il est en effet certain que les différents problemes de qualité qui se posent ne pourront étre
maitrisés - et traduits en termes d'objectifs scientifiques pour la création et la sélection de
nouveaux génotypes - que si on en a compris les bases biochimiques et moléculaires. Tout
progres dans cette connaissance sera alors susceptible de contribuer a 'amélioration de la qualité,
quel que soit le probleme particulier (évolution des technologies, nouvelles spécifications de
qualité des clients importateurs) qui se posera.

D'une fagon générale, nous considérons que notre stratégie doit étre de faire la
synthese des travaux des généticiens (qui ont trouvé des corrélations entre l'importance de
certains constituants protéiques et des données technologiques) et ceux des physico-chimistes
(pour qui les différences de qualité s'expliquent nécessairement par des constituants possédant
des propriétés fonctionnelles différentes). L'une des grandes questions a résoudre est donc,
schématiquement, de vérifier que les protéines identifiées comme marqueurs de la qualité
peuvent étre précisément celles qui possedent des propriétés physico-chimiques et
fonctionnelles remarquables.
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Cette stratégie devrait connaitre un développement important a partir de 1989 grice a
notre participation au Projet européen ECLAIR dont 'objectif est d'adapter les blés tendres aux
futurs besoins de l'utilisation industrielle et de 1'exportation, c'est-a-dire de préparer les blés de
1'an 2000.

Selon nous, cette stratégie implique également une approche intégrant les outils de la
biochimie classique et ceux de la biologie moléculaire. Nos recherches doivent donc viser a
l'identification des marqueurs protéiques présumés fonctionnels (pour lesquels il est essentiel
d'isoler le geéne), et donc d'obtenir des protéines purifiées afin de permettre la préparation de
sondes moléculaires. En retour, les biologistes moléculaires contribueront a l'explication des
propriétés fonctionnelles des marqueurs des lors qu'ils obtiendront des données sur les s€quences
nucléotidiques permettant d'identifier le nombre et la localisation de groupements réactifs
(cystéines, régions hydrophobes,...). En outre, la connaissance complete des séquences de clones
génomiques (comprenant régions promotrices et séquences de régulation) permettra de mieux
comprendre (et, ultérieurement, de maitriser) les phénomenes relatifs a la biosynthese et a la
régulation de l'expression des marqueurs protéiques impliqués dans la qualité technologique (cf
Projet européen BRIDGE a partir de 1990).

6.4 - Principaux axes de recherches en cours de développement.

a) Les complexes protéiques responsables des différences génétiques de qualité des blés.

En se placant dans le schéma (cf par. 4.2 et V) selon lequel I'un des facteurs essentiels de
la valeur d'utilisation des blés est la capacité particuliere de leurs protéines a s'associer, a former
des agrégats ou des complexes, on est amené, dans I'étude des bases physico-chimiques de la
qualité, a privilégier I'approche du caractere agrégatif par rapport a des approches simplement
fondées sur la solubilit¢ ou 1'électrophorése. On a retenu pour cela de travailler sur les deux
classes suivantes de complexes protéiques :

- chez les blés tendres, ou c'est la composition allélique au niveau des loci Glu-Al, Glu-BI et
Glu-D1 qui semble déterminer en premier lieu la force boulangere des variétés, nous envisageons
d'étudier certains aspects de la composition des HMWG.

- chez les blés durs, ou c'est au contraire le locus Gli-BI (gliadines et LMWG) qui semble
déterminer l'essentiel des propriétés viscoélastiques du gluten, le modele retenu est celui des

LMW.

b) Les HMW-gluténines des blés tendres.

Les "sous-unités" HMWG (90 a 130 KDa) apparaissent essentielles dans la détermination
de la structure et des propriétés fonctionnelles (force boulangere) du gluten de blé tendre. D'une
part, il existe des corrélations entre la présence de formes alléliques spécifiques HMWG et la
qualité des génotypes de blé tendre; d'autre part, ces "sous-unit€s" se retrouvent de facon

30



prédominante dans les complexes protéiques de trés haut poids moléculaire - base physico-
chimique supposée de la force boulangere.

Cette étude est actuellement menée dans le cadre du nouveau programme prioritaire

coordonné par P. FEILLET : "Produire des blés pour exporter". Nous y intervenons de la fagcon
suivante :
- Dosage des principales "sous-unités" HMWG par densitométrie des diagrammes SDS-PAGE
d'extraits protéiques totaux et par RP-HPLC (sous-programme coordonné par M. LAURIERE,
qui doit développer de son coté une approche immunochimique), cette étape devant permettre de
savoir si les différences d'effet observées pour les divers alleles ne proviennent pas tout
simplement de différences quantitatives entre les différentes "sous-unités", comme c'est le cas
avec les LMWG du blé dur.

- Etude des "sous-unités" HMWG, non pas simplement comme des produits individuels de génes,
mais pour leur contribution aux complexes protéiques de la farine ou du gluten (32). D'ou l'idée
d'examiner comparativement la participation des principales "sous-unités" HMWG (dont on
connait la corrélation - positive ou négative - avec la qualité boulangere) aux différentes tailles
d'agrégats protéiques (SE-HPLC) (sous-programme coordonné par M. ROUSSET).

- Etude de I'évolution des complexes protéiques (SE-HPLC) au cours de la phase de fin de
maturation du grain en vue de mieux comprendre l'influence des parameétres agro-climatiques sur

la qualité phénotypique (sous-programme coordonné par J. LANDRY).

c) Les LMW-gluténines des blés durs.

A la suite des travaux rapportés ci-dessus (par. 5.1), nous envisageons avec M.H.
MOREL de purifier les principales "sous-unités" LMWG (celles de 44 a 51 KDa) des blés durs.
Un tel travail n'a encore jamais été réalis€ dans le monde en raison du caractere extrémement
agrégatif de cette classe de protéines, méme apres réduction des liaisons S-S et alkylation des
groupements -SH. Il sera probablement nécessaire de réaliser des fractionnements (FPLC ou
électrofocalisation préparative) en milieu trés dissociant ou tres hydrophobe. Une autre voie en
cours d'exploration est le transfert des protéines sur membrane de type nitrocellulose ou PVDF a
partir des spots d'électrophorése bidimensionnelle. Nous tenterons alors d'expliquer les bases
fondamentales du comportement agrégatif, a la fois par des études physico-chimiques a réaliser
en collaboration avec nos collegues de Nantes (micro-séquencage N-terminal des acides aminés,
détermination des liaisons ou interactions impliquées dans le processus d'agrégation,
hydrophobicité de surface,...), et par l'approche de la biologie moléculaire (réalisation
d'oligonucléotides de synthése a partir de la séquence N-terminale, criblage d'une banque
génomique, clonage et séquencage du gene) (cf par. 6.4d).

Parallelement, d'autres protéines de tres faible poids moléculaire (5,5 KDa et 9 KDa) ont
été purifiées et sont actuellement étudiées dans le cadre de la these de F.P. MONNET. L'intérét
de ces protéines vient de leur homologie probable avec la "ligoline", protéine déécrite pour son
aptitude a fixer certains lipides au cours du pétrissage et de leur role, in vivo, de protéine de
transfert des phospholipides. D'ou la collaboration établie avec J.-C. KADER (Paris-VI) et D.
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MARION (INRA-Nantes) en vue de vérifier la réalité et d'examiner les conséquences d'une telle
fonction de transfert au cours de certains processus tels que la formation et le repos du gluten
(modele des structures hexagonales / lamellaires de D. MARION) et, ultérieurement, de cloner le
gene correspondant (cf par. 6.4d).

d) Liaison étroite avec les biologistes moléculaires.

Pour appréhender les structures et les propriétés fonctionnelles intervenant dans la qualité, on
n'a guere utilisé jusqu'ici que des méthodes descriptives au niveau des constituants protéiques. La
logique scientifique exigeait donc qu'on aille plus loin et qu'on cherche a atteindre les
mécanismes intimes mis en jeu dans l'explication de la qualité, de son expression et de son
déterminisme génétique (AIP "Biologie Moléculaire Végétale")(103). Cela signifie remonter aux
genes eux-mémes, a leur structure, a leur localisation et a leur fonctionnement. Seules les études
moléculaires au niveau de I'ADN paraissent en effet en mesure de fournir I'explication complete
des phénomenes observés et de permettre un jour d'intervenir sur ces derniers. Un nouvel objectif
est donc de cloner, d'isoler et de séquencer les genes des protéines directement impliquées dans la
qualité : les genes de structure qui codent pour ces protéines, mais aussi, dans la mesure du
possible, les systemes de régulation qui modulent leur expression.

Selon une démarche analogue a celle retenue pour d'autres probléemes : résistance des
plantes aux herbicides, au froid, au milieu salin ou aux agresseurs biologiques, modification de la
composition en acides aminés en vue de rééquilibrer la valeur nutritionnelle, nous avons pensé
que le probleme de la qualité devait étre examiné en fonction des acquis récents de la biologie
moléculaire végétale et notamment des techniques d'’ADN recombinant.

Ayant récemment exposé (33) la stratégie qui peut étre imaginée dans ce domaine, nous
préciserons seulement que nous ne concevons cette approche que comme un outil
complémentaire (grace a l'obtention des séquences nucléotidiques completes) pour améliorer
notre connaissance de la structure des marqueurs protéiques et parvenir a une explication plus
complete des relations entre propriétés physico-chimiques et fonctionnelles. Les problemes
concernant l'organisation des genes, l'identification des promoteurs ou des séquences de
régulation et, a fortiori, les problemes d'obtention de plantes transformées, ne pourraient étre
éventuellement considérés que dans le cadre d'une large collaboration au niveau frangais (groupes
du GIS-Moulon et de Clermont-Ferrand) ou européen (European Laboratory Without Wall "Seed
Proteins Genes") actuellement en cours de création.

A court terme, compte tenu du nombre de résultats déja publiés sur les genes de gliadines
et de HMWG du blé tendre, les priorités sont les suivantes : isolement des genes de LMWG du
blé dur, espece pour laquelle nous disposons de sondes et d'une banque génomique; isolement du
gene de la protéine de transfert des phospholipides (ou ligoline) du blé tendre a partir d'une
banque génomique et d'une sonde hétérologue préparée chez le mais.

e) Développement de microtests biochimiques en sélection variétale.

Dans le cas des blés tendres, plusieurs microtests biochimiques (viscoélasticité du gluten,
gel protéique, profil d'élution des protéines en SE-HPLC) ont été retenus pour leur aptitude a
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discriminer des génotypes et pour les corrélations trouvées avec certains parametres de la qualité
boulangere. Ces résultats ont été toutefois obtenus a partir de lignées avancées, voire de variétés
inscrites. Dans la phase actuelle du Contrat INRA - GIE "Club des 5", il apparait indispensable
de s'assurer de la fiabilit¢ des tests sur du matériel plus précoce (lignées F3 ou F2, bulks,
descendances n'ayant subi aucune sélection par ailleurs). Il est également essentiel de préciser
I'héritabilité des caracteres analysés, notamment les criteres de la SE-HPLC, et d'examiner la
possibilité réelle de les intégrer dans des schémas de sélection en vraie grandeur.

Dans le cas des blés durs, les problemes de couleur et de fermeté des pates étant
considérés comme résolus au niveau de la sélection, 1'effort porte désormais (voir le projet de K.
KOBREHEL de dosage immunochimique des DSG-protéines) sur le parametre "absence de
collant et de délitescence" de la pate cuite en cherchant a développer un microtest permettant la
prédiction de ce parametre.

f) Nouvelles ressources génétiques.

La compréhension des bases biochimiques et génétiques de la qualité des céréales serait
facilitée si I'on disposait de matériels génétiques plus diversifiés ou plus élaborés qu'actuellement.
Tant dans les programmes HMWG des blés tendres que LMWG des blés durs, il apparait
fondamental d'examiner de nouvelles ressources génétiques. La création par nos collegues
généticiens de lignées de substitution chromosomique, ou de lignées isogéniques pour les
marqueurs présentant un intérét en technologie permettrait également de tester le role respectif
des différents alleles.

Dans le cadre de deux projets européens, on envisage donc d'étudier la variabilité
génétique et le role potentiel dans la qualité technologique des nouveaux types alléliques présents
chez des génotypes exotiques et susceptibles d'€tre introduits chez les blés européens.

Dans le projet ECLAIR (cf également par. 6.4g), I'accent est mis sur la recherche de
nouveaux alleles HMWG et LMWG marqueurs de certaines caractéristiques de la qualité
boulangere (force, extensibilité, tolérance de la pate; dans le projet AGRIMED, on a prévu
d'explorer les ressources génétiques de blés durs et d'autres especes tétraploides du bassin
méditerranéen en vue de la création de nouvelles variétés a la fois résistantes a la sécheresse et de
qualité élevée.

g) Problémes d'expression de la qualité.

Il ne s'agit plus aujourd'hui de développer simplement des tests de prédiction d'une qualité
intrinséque élevée, mais il faut absolument prendre en compte 1'aspect régularité de la qualité,
lequel intéresse souvent davantage l'utilisateur industriel qu'un potentiel plus élevé mais
s'exprimant de facon irréguliere. Il faut donc pouvoir sélectionner des variétés dont le niveau de
qualité reste stable en dépit de facteurs agro-climatiques variables. Les tests de prédiction de la
régularité n'existent pas aujourd’hui, mais ils peuvent émerger a partir d'une meilleure
connaissance des des problemes de biosynthese et d'accumulation des protéines dans le grain.

33



En effet, la formation des structures protéiques définitives (liaisons disulfures et
interactions hydrophobes intermoléculaires), entre le moment de la biosynthese et 1'accumulation
dans des corpuscules protéiques, et plus particulierement, les remaniements qui interviennent en
fin de maturation, constituent des points fondamentaux encore tres mal élucidés, mais qu'il faut
certainement prendre en compte pour comprendre la qualité phénotypique. Nous avons suggéré
que les phénomenes de transformation des constituants du grain (agrégation des protéines,
passage des phases lipidiques lamellaires vers des structures hexagonales) qui se produisent lors
de la dessiccation (certainement tres dépendants des parametres climatiques qui régnent pendant
cette période) pourraient expliquer l'expression de la qualit¢ au sein d'un méme génotype
(35)(88). D'ou l'intérét de I'étude des complexes protéiques proposée ci-dessus (par. 6.4b) en
relation avec les physiologistes.

Une des toutes premieres priorités a donc été donnée a cette approche. Ainsi, le profil du
nouveau poste de CR2 ouvert au sein de notre unité en 1989 a été orienté sur les problemes
d'expression et de stabilité de la qualité en relation avec 1'histoire métabolique de la plante et les
conditions de fin de maturation. Un développement important est également attendu dans le cadre
de notre participation au projet européen ECLAIR.

Il faut enfin insister que le fait que l'aspect quantitatif de 1'expression d'un allele donné
apparait pour nous essentiel (voir par. 5.1 l'exemple des deux alleles LMWG du blé dur). 11 faut
donc pour cela développer des outils tres précis de dosage des "sous-unités" protéiques codées
par les différents alleles (analyse d'images a partir des électrophorégrammes bidimensionnels)
afin de déterminer avec précision le niveau d'expression des genes et de vérifier que les effets
observés pour ces différents alleles ne sont pas simplement d'origine quantitative. Dans ce dernier
cas, plutdot que d'introduire un allele favorable a la qualité (par sélection ou génie génétique), il
conviendrait de se pencher sur les problemes de régulation de maniere a pouvoir moduler la
synthese de 'ensemble des protéines responsables de la qualité.

h) Etude de la qualité des semences d'orge.

Dans le cadre d'un programme prioritaire régional (Production de semences de haute
qualité) portant sur plusieurs modeles de semences (soja, orge, légumineuses fourrageres), nous
envisageons d'utiliser les connaissances acquises sur les protéines de l'orge au niveau de la
malterie (cf par. 5.2) pour participer a 1'étude des bases biochimiques de la qualité des semences
d'orge. Il y a en effet chez 1'orge une assez bonne concordance entre les problemes de qualité
malticole et de qualité de la semence (c'est-a-dire l'aptitude pour une graine a reprendre
rapidement une vie métabolique active). Pendant les premiers jours de la germination, il y a une
convergence entre les intéréts du malteur et ceux de la graine en train de germer.

En relation étroite avec les agronomes et les physiologistes, nous allons étudier la
composition des protéines de l'orge, leurs propriétés agrégatives, leur cinétique d'accumulation
(analyse d'images a partir des électrophorégrammes bidimensionnels), leur répartition
histologique (immuno-cytochimie), en relation avec la variété, la nutrition azotée et l'alimentation

hydrique, le métabolisme azoté (spectrométrie de masse du 15N) des organes végétatifs
(remobilisation de 1'azote pour le remplissage du grain).
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Les objectifs sont : 1) de déterminer les relations entre les propriétés des protéines de
réserve et la qualit¢ d'une semence en prenant 1'orge pour modele; 2) a déterminer l'influence
respective des facteurs génétiques, agronomiques et physiologiques; 3) de proposer un test
biochimique ou immunochimique permettant d'apprécier ou de prédire la qualité d'un lot de
semences.

1) Détection et détermination du blé tendre dans les pates alimentaires séchées a haute ou a treés
haute température.

Ce programme ponctuel, soutenu au niveau de la CEE (programme BCR : Bureau
Communautaire de Référence) vise a développer une nouvelle méthode de détermination du blé
tendre applicable aux pates alimentaires et aux autres produits a base de blé dur, obtenus par les
nouvelles technologies de séchage a haute ou a tres haute température. Le développement de ces
nouvelles technologies a en effet remis en cause les précédentes méthodes fondées soit sur la
détermination d'une activité peroxydasique, soit sur la détermination par électrophorese ou par
immunodiffusion des protéines de type albumine spécifiques du génome D. Parallelement a une
nouvelle approche immunochimique du probleme que mene actuellement K. KOBREHEL
(utilisation d'épitopes communs a la protéine native et a la protéine dénaturée, ou d'épitopes
spécifiques de la forme dénaturée), notre intervention repose sur le dosage densitométrique des
w-gliadines du blé tendre, fraction a la fois spécifique du génome D et extrémement thermostable
en raison de 1'absence de résidus cystéines.

f
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ANNEXE II
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DAMIDAUX R. - Nouveaux criteres de sélection pour l'amélioration de la qualité culinaire du
blé dur. These de Docteur-Ingénieur, Juillet 1979.

MALAK G. - Influence des traitements mécaniques sur certaines propriétés des protéines du blé
tendre. These de 3° Cycle, Juin 1981.

HOULIAROPOULOS E. - Détermination, utilisation en sélection variétale et base biochimique
des propriétés viscoélastiques du gluten de blé tendre. These de Docteur-Ingénieur,
Janvier 1982.

MONTEMBAULT A. - Etude génétique et biochimique des protéines de I'orge. Application a
l'identification des variétés d'orge et de malt. These de 3° Cycle, Juillet 1982.

COTTENET M. - Les gliadines du blé dur (T. durum Desf.). Caractérisation des composants
associés a la qualité culinaire. These de 3° Cycle, Juin 1984.

VIRION M.C. - (Encadrement commun avec D. BERTRAND et Y. ESCOUFIER) (These de
Mathématiques appliquées). Novembre 1988.

DACHKEVITCH T. - Etude des complexes protéiques de blé tendre par chromatographie liquide
a haute performance de tamisage moléculaire (SE-HPLC) en relation avec la qualité
technologique. Theése de Doctorat. Université des Sciences et Techniques du Languedoc.
Avril 1989.

MONNET F.P. - Caractérisation d'une protéine de fixation de lipides du blé dur : purification,
séquencage, ADN complémentaire. Relations aux protéines végétales de transfert de
lipides et aux inhibiteurs d'amylase / trypsine des céréales. These de Doctorat. Université
des Sciences et Techniques du Languedoc. Mars 1991.

MERITAN R. - Etude des protéines du blé tendre par chromatographie liquide 2 haute
performance de tamisage moléculaire : Contribution a l'appréciation de la qualité
boulangere. Theése de Doctorat. Institut National de la Recherche Agronomique.
Novembre 1990.

CHARDARD I. - Etude des interactions des protéines au cours des processus de fabrication et de
traitements hydrothemiques des pates alimentaires - Role fonctionnel des fractions DSG.

These de Doctorat. Université des Sciences et Techniques du Languedoc. Mars 1991.

Theses actuellement en cours.
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MILLET M.O. - Etude de la capacité agrégative des hordéines en tant que facteur de la qualité
brassicole des orges. Soutenance prévue en 1991.

VIOLLE P. - Détection et dosage du blé tendre dans les produits de blé tendre ayant subi des
traitements thermiques a haute température par emploi d'anticorps monoclonaux. These
de Doctorat. Université des Sciences et Techniques du Languedoc. Soutenance prévue
en Juillet 1991.

BENETRIX F. - Evolution des protéines de réserve de l'orge au cours de la maturation et de la
germination du grain. Effets de différents traitements azotés. Role des hordéines dans la
qualité de la semence d'orge. These de Doctorat. Université des Sciences et Techniques
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GAZANHES V. - Les gluténines de faible poids moléculaire du blé tendre. Aspects génétiques et
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49



50

ANNEXE IIT

CONTRATS DE RECHERCHES ET ACTIONS INCITATIVES SUR
PROGRAMME

Contrats que nous avons coordonnés :

- Méthodologie de 1'amélioration de la qualité brassicole des orges d'hiver en vue de la sélection
de variétés adaptées a l'industrie de la malterie-brasserie. Contrat D.G.R.S.T. (1982-1984).

- Identification des variétés d'orge et de malt par électrophorese des hordéines. Contrat INRA-
TEPRAL (1980-1983)

- Etude de probleémes de synthése de certaines gliadines au cours de la maturation du grain de blé.
ATP INRA "Biologie Moléculaire Végétale" (1983-1984).

- Informatisation de l'identification des variétés de blés par électrophorese. Contrat MRT -
Contrat de plan Etat-Région (Pole PRIAM) - AIP INRA (1986-1987).

- Etude des gluténines de faible poids moléculaire du blé tendre en vue d'une appréciation rapide
(HPLC) de la qualité des farines industrielles. Contrat INRA - GMP (1986-1989).

- Détection et dosage du blé tendre dans les pates alimentaires ayant subi des traitements
thermiques a haute température. Contrat CEE (Bureau Communautaire de Référence) (1990-
1992).

- To explore and improve the industrial quality of EC wheats. Contrat CEE (ECLAIR) (1990-
1994).

Contrats auxquels nous avons directement participé :

- Etude des aptitudes des blés tendres pour leur utilisation en amidonnerie-glutennerie. DGRST
(1980-1981).

- Etude exploratoire de différentes méthodes de fractionnement des protéines du blé en vue
d'apprécier leur potentialité a discriminer les variétés. Contrat avec I'RTAC (1984-1985).

- Qualité des matieres premieres en malterie-brasserie: orge/malt. Contrat MRT: CNRS-INRA-
TEPRAL (1985-1987)
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- Méthodologie de 1'appréciation de la qualité des glutens industriels. Contrat INRA - IRTAC -
Interprofession blé tendre (1987-1989).

- Création de variétés de blé dur de haute valeur technologique. Contrat INRA - GIE "Blé Dur"
(1983-1991).

- Amélioration des céréales a paille: Programme qualité des blés. Contrat INRA - GIE "Club des
5" (1983-1992).

- Qualité des blés. A.I.P. INRA (1988-1990).

- Production de semences de haute qualité. Contrat de plan Etat - Région Languedoc-Roussillon
(1989-1992).



