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Chapitre Premier

MATERIEL ET METHODES

Les graines furent triees immediatement apres la recolte, pour eliminer celles

qui presentaient des traces d'attaque d'insectes, puis decortiquees; axes et cotyledons

separes furent Stockes en congelateur ä —10°. Au moment de l'emploi, le materiel
fut broye au moulin Willey (200 mesh). A partir de ce moment, toutes les manipulations:

extraction, centrifugations, dialyses, electrodialyses... furent conduites ä + 2° C

en chambre froide.
D'une maniere generale, la mise en solution fut effectuee par agitation douce,

pendant des temps determines, de la suspension farine solvant. Trois solvants ont
ete utilises: eau distillee, chlorure de sodium ä 4% et soude 0,1 N.

Apres chaque extraction, le residu insoluble fut separe du solvant par centri-

fugation ä 30 000 g pendant une demi-heure

Chaque fois que le schema experimental l'a exig6, nous avons ^limine des

solutions obtenues les composes ä faible poids moleculaire, soit par dialyse, soit par
electrodialyse dans des broyaux de viscose. Dans ce dernier cas les tensions utilisees

etaient de l'ordre de 200 V ce qui permettait de ramener, par exemple, la duree

d'elimination du sulfate d'ammonium de 5 jours ä 12 heures. Cette elimination fut
testee sur les eaux du dialyse par le reactif de Nessler.

Lors de la realisation de certains schdmas, nous avons systematiquement dose,
ä chaque etape de l'extraction, Yazote total et Vazote proteique. Qu'il s'agisse de la

farine elle-meme ou des extraits, ces deux grandeurs ont ete estimees apres mineralisation

sulfurique en presence des catalyseurs de Dumazert et Marceilet, par la m^thode

colorimetrique de Nessler, lesreactifsetant prepares selon Koch et McMeekin (1924).
En ce qui concerne la farine, nous n'avons pas tente, lors de la mise en route des

diverses experiences, d'amener les differents lots obtenus ä partir du stock de cotyledons

congeles au meme degre d'humidite car le dessication de la farine entrainait
une diminution systematique de solubilite, les caracteristiques de la farine furent
determinees sur une aliquote au debut de chaque experience.

Correlativement ä ces mesures, nous avons, dans certains cas, evalue le poids
de proteines contenues dans les extraits, avant ou apres dialyse, soit par pesee apres

1 Dans de nombreux extraits un leger trouble surnageait, apres centrifugation, dont il etait
impossible de se debarrasser autrement que par filtration; aussi avons-nous introduit dans le pro-
tocole normalise une filtration rapide sur papier succedant ä la centrifugation. Les volumes utilises
dans les calculs etaient ceux mesures avant filtration.
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dessiccation ä 110° du precipite obtenu en presence d'acide trichloracetique 1,5 N,
soit par pesee de parties aliquotes dessechees ä 110° des solutions dialysees.

Lors de certaines experiences, la quantite totale de sucres extraite en meme temps
que Ies proteines solubles a ete mesuree, apres hydrolyse, par la methode de Sorensen

et Haugaard exposee par Staub (1963). Les dosages de phosphore total ont ete effectues

par application de la technique de Delsal et Maunouri proposee par Bertrand (1963).
Le phosphore mineral a ete evalue directement sans mineralisation prealable.

Les pesees de precision ont ete effectuees ä l'aide d'une balance Mettler au
5/100 de mg. Lors de prelevements ou de determinations de poids sees, l'enceinte de

la balance etait maintenue anhydre ä l'aide de godets coritenant de l'anhydride
phosphorique renouvele des que necessaire.

Pour les analyses electro- et immunoelectrophordtiques, divers milieux furent
essayes. Le papier s'est revele etre peu satisfaisant. L'acetate de cellulose, tout en

donnant de meilleurs resultats, ne foumissait pas une aussi bonne resolution que
les gels d'agar et d'agarose. Dans ces deux milieux, la resolution est sensiblement

identique mais l'agarose presente sur l'agar l'avantage de supprimer le courant
d'endosmose. Le gel de Polyacrylamide fut egalement essaye, mais la perte de la

simplicite de la technique n'est pas compensee par une meilleure resolution, aussi

avons-nous finalement adopte comme milieu le gel d'agarose. La technique utilisee
fut celle decrite par Grabar (1960, 1963) en y apportant la modification imaginee par
Masseyeff (1959) concernant le depot de l'echantillon. Les tensions appliquees furent
chosies de maniere ä obtenir une intensite de 68 mA pour 4 lames, ce qui correspondait
sensiblement ä 110 V. Apres 30 minutes de migration, les proteines etaient denaturees

par une immersion de 15 minutes dans l'acide acetique ä 10% sature d'acide picrique
puis sechees et enfin colorees au noir amide. Les courbes densitometriques des

diagrammes obtenus furent realisecs ä l'aide d'un uensitoinetre enregistreur « Densi-
cord Photovolt» et les proportions relatives des fractions furent etablies par
integration des surfaces ä l'aide d'un integrateur « Photovolt ».

Les immunoelectrophoreses furent effectuees selon la technique de Grabar
(1960-1964)'.

Pour la preparation des immunserums, deux lapins furent immunises pour
chacune des families proteiques des cotyledons et de l'axe.

Les chromatographies furent faites sur colonnes de D.E.A.E. cellulose; divers

tampons et gradients furent utilises. La teneur en proteine des fractions recueillies

fut evaluee par mesure; au spectrophotometre Beckmann D.B., de la densite optique
ä 280 m/r. Les solutions proteiques, avant d'etre deposees sur la colonne, etaient

dialysees contre le tampon de debut d'elution. Pour les globulines, la dialyse etait
arretee au point de precipitation commenqante.

1 Nous remercions tres vivement M. le professeur Masseyeff et le Dr Gombert qui nous ont
initiee ä ces techniques, ainsi que le professeur Gisno grace auquel les prelevements de serum purent
etre effectues dans les meilleures conditions.
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Dans les premieres experiences, les essais ont ete effectues en grand nombres.
Les ecarts etant faibles et la probability, pour qu'il y ait une difference significative,
elevee, les essais ont alors ete limites ä une seule repetition.

Les resultats consignes dans les tableaux representent la moyenne des deux
essais. Quand des defauts de reproductibilite ont ete constates, des recherches furent
entreprises pour en determiner les causes. C'est ainsi que certains facteurs, dont
l'influence sur la solubilite des proteines etait insoup?onnee, ont ete reveles.
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