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Chapitre 5

ETUDE DES PROTEINES DE L'AXE GERMINATIF

La nature meme et la destinee si differentes des deux parties de la graine con-
duisent ä supposer que les proteines presentes dans ces organes sont dissemblables

par leur constitution et leur fonction. L'etude des proteines de Taxe, succedant ä

celle des cotyledons et conduite suivant des procedes analogues, permettra de mieux
connaitre les proteines de cet organe, contenant principalement, peut-on penser, des

proteines de constitution, en les comparant ä Celles des cotyledons considerees

comme proteines de reserve.

I. Caracteristiques du germe

Tableau 20

Teneurs de la farine d'axe en azote, phosphore, glue ides et lipides exprimees en % du poids sec de la farine.

Azote Phosphore glucides Lipides

Axe 8,40 0,80 40,00 5,20

Cotyledons 4,40 0,22 69,00 0,50

L'axe (tableau 20) est pies de 4 fois plus riche en phosphore que les cotyledons
bien qu'il ne soit que 2 fois plus riche en azote. En outre, il contient une quantite non
negligeable de lipides.

Ces caracteristiques rendent compte de la difference de nature de ces organes.
l'axe etant riche en proteines de structure.

Tableau 21

Nature des glucides contenus dans la farine d'axe
Les teneurs sont exprimees en % du poids sec de la farine et comparees aux valeurs similaires des

cotyledons.

glucides
totaux

glucides
solubles amidon glucides

non extraits

Axe 40 32 traces 7

Cotyledons 69 14 42 13
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Les differentes formes sous lesquelles se trouvent les glucides montrent
(tableau 21) que Taxe germinatif contient peu de glucides de reserve; cependant
des zones ä amidon ont ete revelees cytochimiquement dans certains tissus.

II. Extraction des proteines

1. Bilan d'une extraction totale

Alin de connaitre la nature des families proteiques contenues dans Taxe et,

en meme temps, les proportions relatives de ces families, des extractions totales, par
"intervention successive des trois solvants classiques appliques aux cotyledons (eau,
solutions salines, solutions alcalines diluees), ont ete conduites suivant les memes
modalites (dilution d= 15).

Deux extractions menees parallelement, faisant intervenir l'une l'eau en premier
solvant, l'autre les solutions salines, permettent de determiner egalement quel est le

meilleur mode d'extraction.
Les resultats sont exprimes figure 14

Le graphique revele deux singularites: les points A et B.

A —Le taux du 5e extrait est superieur ä celui du 4e. Lorsque NaCl agit en premier
solvant, ce minimum n'existe pas. Cela indiquerait la presence d'une fraction
de prolamine soluble dans l'eau pure (et dans l'alcool ä 70°). Cette fraction
n'existait pas chez les cotyledons. De telles prolamines, legerement solubles
dans l'eau pure, ont ete signalees par plusieurs auteurs et notamment par Baudet
et Mosse (1962b).

B —Les taux cumules d'extraction par epuisement ä l'aide des deux premiers solvants
ne sont pas egaux, contrairement ä ce que l'on constatait chez les cotyledons.
L'avantage, comme le revele le tableau 22, est pour le Systeme eau-NaCl.

Tableau 22

Comparaison des taux d'azote extrait ä chaque etape, exprimes en pourcentage de l'azote total de la
prise d'essai

ordre des
solvants

6tapes
"

Eau-NaCI-NaOH NaCl-eau-NaOH

N total extrait par le

premier solvant. 73,0 75,1

N total extrait par le

deuxieme solvant. 8,8 3,6

N total extrait par les

deux premiers solvants 81,8 78,7
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Fig. 14. — Comparaison de 2 extractions totales utilisant:
l'une l'eau en premier solvant, l'autre le chlorure de sodium.

1) Variation des teneurs des extraits en azote total en fonction
de la nature et du numero d'ordre de chaque extrait.

2) Comparaison des valeurs cumulees.
x x Azote total de chaque extrait lorsque l'eau agit

en premier solvant.
o o Valeurs cumulees de l'azote total extrait ä chaque etape

lorsque l'eau agit en premier solvant.

• • Azote total de chaque extrait lorsque le chlorure de sodium
agit en premier solvant.

^ ^ Valeurs cumulees de l'azote total extrait ä chaque etape
lorsque le chlorure de sodium agit en premier solvant.
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Ainsi, le mode d'extraction faisant intervenir les solutions salines en premier
accuse un leger avantage, ä fin de la premiere etape, sur le mode d'extraction faisant

agir d'abord l'eau. Mais ä la fin de la deuxieme etape, c'est ce dernier mode qui vient
en tete pour le rendement et il y demeure jusqu'ä la fin de l'extraction bien que le

troisieme solvant (NaOH) ait sensiblement retabli l'equilibre.
Ces constatations confirment l'existence d'une fraction prolamine, soluble dans

l'eau pure.
Si nous comparons ces resultats aux extractions cotyledonaires similaires, nous

constatons l'existence, propre au germe, d'une prolamine quantitativement peu
importante (3% environ de l'azote total de la farine), soluble dans l'eau pure. Par
ailleurs, le taux d'azote residuel, bien qu'encore relativement faible, est plus eleve

que pour les cotyledons (6% contre 1,5%).
L'existence de cette fraction a ete confirmee par extraction ä l'aide de son

solvant propre, l'alcool ä 70°.

2. Substances phosphorees et glucidiques accompagnant les proteines dans les extraits

Le fractionnement conduisant ä l'isolement, ä partir des extraits, des 2 families:
albumines et globulines, a ete applique aux extraits de farine d'axes suivant le meme
schema que celui applique aux extraits cotyledonaires (schema 1).

La teneur en glucides totaux et phosphore total des extraits a ete determinee.

L'efficacite de l'elimination de ces substances ä la suite des operations de fractionnement

peut etre contrölee par l'examen du tableau 23.

Tableau 23

Proportions relatives des eonstituants phosphores et glucidiques ä chaque etage du fractionnement
du premier extrait aqueux. Les teneurs sont exprimees en pourcentage du poids sec de la prise d'essai

et comparees aux valeurs analogues cotyledonaires.

Extrait
total

Precipitation par
le sulfate d'ammonium

a saturation

Electrodialyse du
pr6ctpit6 redissous

Elimination
par dialyse

surnageant prdcipite

axe

Azote 5,00 3,30

Phosphore 0,60 0,40 0,20 0,18 0,02

Glucides 29,00 23,70 5,30 2,63 2,67

cotyledons

Azote 2,60 2,04

Phosphore 0,18 | 0,14 0,04 0,025 0,015

Glucides 11,00 9,00 2,00 1,16 0,84
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On remarque tout d'abord que, proportionnellement ä la quantite d'azote
solubilise, le taux de phosphore des extraits d'axes est pres de deux fois superieur ä

celui des extraits de cotyledons. La teneur en glucides accuse elle-meme un leger
avantage.

On constate ensuite que les glucides et les matieres phosphorees accompagnant
les proteines dans les extraits s'eliminent en grande majorite des la premiere etape
d'isolement des proteines, comme cela avait ete constate sur les extraits cotyledon-
aires, ä un degre moindre toutefois ici en ce qui concerne les matieres phosphorees,
comme le precise le tableau 24.

Tableau 24

Taux de phosphore et de glucides lotaux presents ä chaque etape du fractionnement en pourcentages
respectivement du phosphore total et des glucides totaux de Textrait.

Les valeurs analogues cotyledonaires sont rappelees a litre comparatij.

Extrait
total

Precipitation par
le sulfate d'ammomum

ä saturation

Electrodialyse du
precipite redissous
(% apres dalyse)

Elimination
par dialyse

surnageant precipite

axe
Phosphore 100 66,7 33,3 30,0 3,3

Glucides 100 81,7 18,3 9,1 9,2

cotyledons

Phosphore 100 77,8 22,2 13,8 8,4

Glucides 100 81,8 18,2 10,5 7,7

L'elimination des glucides est analogue sur extraits d'axes ou de cotyledons.
Precisons les formes sous lesquelles se trouve le phosphore des extraits. Le

phosphore soluble dans l'acide trichloracetique englobe principalement le phosphore
phytinique et mineral. Les surnageants trichloracetiques ont done ete fractionnes afin
de determiner la proportion de phosphore phytinique qu'ils contiennent. Plusieurs
modes d'isolement de la phytine ont ete essayes et confrontes. Tout d'abord la

precipitation par les ions Ba++, Ca++, Fe+ + + ä pH 8; la precipitation par les ions

baryum ou calcium entraine des complications pour la determination du phosphore
total du precipite du fait de formation, lors de la mineralisation, de sulfates insolubles
necessitant des filtrations. Toutefois les resultats recueillis ne s'ecartent pas de ceux
obtenus par formation de phytate ferrique. Mais la methode la plus simple consiste,

comme nous l'avons dejä dit, ä evaluer la phytine par difference entre le phosphore
total et le phosphore mineral des surnageants trichloracetiques; Cette approximation
tenant pour negligeable les infimes quantites de substances phosphorees solubles
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dans l'acide trichloracetique et qui ne sont ni minerales ni phytiniques. Les resultats
obtenus sont groupes dans le tableau 25. L'analyse des extraits cotyledonaires a

ete reprise sur des lots de farine autres que ceux des determinations anterieures

afin d'etre menee simultanement et parallelement ä celle des extraits de farine d'axes.

Tableau 25

Dißerentes formes de phosphore contenues dans les extraits proteiques.
Les teneurs en phosphore sont exprimees en pourcentage du poids sec de la prise d'essai.

P. total

soluble dans A.T.C. insoluble
dans
ATC

(proteique

soluble ds
les

solutions

satur6es
de sulfate

d'am

insoluble ds
les solutions
satur£es de

sulfate d'am.
(proteique)total phytini-

que
mineral

farine
axes

cotyledons

0,80

0,22

—

Ier extrait
axes 0,60 0,42 0,26 0,16

0,03

0,18

0,03

0,41 0,19

cotyledons

0,19 0,16 0,13 0,15 0,04

II n'y a pratiquement pas de difference dans la determination du phosphore des

proteines, que la precipitation de ces dernieres ait lieu par l'acide trichloracetique ou

par saturation avec le sulfate d'ammonium.

Tableau 26

Teneur des extraits proteiques en differentes formes de phosphore exprimees en pourcentage
du phosphore extrait.

P total
extrait

P soluble dans A.T.C.
P. prot6ique

total phytinique mineral

axes 100 70,0 43,3 26,7 30

cotyledons 100 84,2 68,4 15,8 15,8

II n'est pas surprenant (tableau 26) de constater, chez l'axe, une proportion
relativement plus forte de phosphore proteique (30% du phosphore extrait contre
15,8 % chez les cotyledons).
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Par contre, ll est etonnant de constater que le taux de phytine present dans le

germe est loin d'etre neghgeable. Moins eleve que le taux cotyledonaire, il atteint
cependant 43% du phosphore extrait et 33% du phosphore total de la farine.

Ainsi, la phytine, consideree comme substance de reserve, pourrait participer
aux syntheses lors de la germination.

III. Etude des familles proteiques

1. Analyse des families

A) Constitution

Les teneurs en azote, phosphore et glucides, exprimees en fonction du poids
de proteines, ont ete determinees sur des prises d'essais des familles isolees, purifiees,
cryodessechees. II a ete tenu compte d'une teneur en humidite residuelle eventuelle,
etablie par dessiccation ä 110° de parties aliquotes. Les resultats figurent tableau 27.

Tableau 27

Teneur des albumines et globulines en azote, phosphore et glucides exprimee en poureentage du poids sec
de la proteine.

Azote Phosphore Glucides

axe
G

A

15,2

13,2

0,9

0,7

7,5

i8,u

cotyledons
G 15,8 0,28 6,0

A 15,3 0,07 8,5

D'une maniere generale, les globulines, quelle que soit leur origine, sont plus
riches en azote et en phosphore que les albumines. Par contre, elles sont moins
riches en glucides.

La teneur en phosphore des proteines d'axe est singulierement importante
(0,7 ä 0,9 % environ) alors que chez les cotyledons les albumines en sont pratiquement
depourvues et les globulines n'en renferment que 0,28 %.

II est ä noter qu'aucune famille proteique cotyledonaire ou embryonnaire
n'est totalement depourvue de sucres. La teneur minimum constatee atteint encore
6%. (II n'est question que des families globales car nous avons vu que les pseudo-
globulines de cotyledons ne renferment que 2,5% de glucides).
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Les albumines de l'axe sont particulierement riches en glucides (18%). En

consequence leur taux d'azote est le plus faible de tous (13,2%). Cette forte teneur

en glucides confere aux albumines de germe une remarquable stabilite que nous

avons pu eprouver. Un extrait aqueux total cotyledonaire abandonne ä 2° C devient

rose, marron, presque noir en 8 ä 10 jours, alors que l'extrait d'axes abandonne ä

cote dans les memes conditions reste clair. Toutefois, ä temperature ambiante, les

extraits aqueux de germe ou de cotyledons precipitent abondamment des le deuxieme

jour, mais, au bout de 15 jours, leur couleur n'a pas change. Les transformations
dues au temps ne sont done pas les memes ä 2° et ä 28°. La precipitation precoce
empecherait les transformations conduisant ä des substances colorees.

B) Analyse electrophoretique et immunoelectrophoretique.

a) Albumines. Malgre les differences constatees precedemment dans la constitution

des albumines d'axe et de cotyledons, les electrophoregrammes soulignent
plutöt les similitudes (figure 15). Toutefois, les albumines de germe accusent une

plus grande mobilite des fractions anodiques les plus mobiles et une proportion plus

importante de fractions catodiques. De plus, la fraction, revelee chez les cotyledons,
sous forme de spot arrondi rappelant l'apparence des albumines s£riques, n'a pas
son homologue chez les albumines d'axe.

De grandes analogies structurales doivent cependant exister entre albumines
de chaque partie de la graine car la diffusion d'albumines d'axe contre l'immun-
serum antialbumines de cotyledons revele un nombre eleve d'arcs de precipitation,
inferieur cependant ä celui provoque par la diffusion des albumines de cotyledons
(fig. 16).

b) Globulines. Si les albumines de l'axe germinatif semblent plus complexes

encore que celle de cotyledons, les globulines paraissent, en revanche, plus simples

(fig. 17); la fraction anodique majeure est moins importante, les fractions catodiques
moins nombreuses (on n'en decele que 2); cependant, dans cette famille, comme dans

les albumines, les identites structurales se manifestent entre globulines de l'axe et de

cotyledons.
Tout d'abord, la fraction tres mobile, revelee chez les globulines de cotyledons,

existe egalement chez l'axe. En outre, des precipitations croisees montrent que la

plupart des globulines de l'axe reagissent avec les anticorps provenant des memes

globulines cotyledonaires.

2. Fractionnement des families

Un fractionnement par Chromatographie sur DEAE cellulose a ete applique
aux deux families proteiques de l'axe suivant les memes principes que ceux observes

pour le fractionnement des proteines cotyledonaires.
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A) Albumines

L'elution fut assuree par Taction combinee d'un gradient de force ionique
et d'un gradient de pH. Ici la force ionique etait celle du tampon phosphate

Fig. 15. a) — Electrophoregramme des albumines d'axe (photo)
et courbe densitometrique.

b) Schema du diagramme fourni par une electroplorese simultanee
des albumines d'axe et de cotyledons.
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et variait suivant une courbe ä allure exponentielle de 0,005 M ä 0,5 M; le pH passait,
suivant le meme rythme, de 8,4 ä 3. Le chromatogramme obtenu (figure 18), permet
de constater que 3 fractions principales ont ete isolees dont une domine quantitative-
ment tres nettement les autres. Comme chez les cotyledons le gradient de pH mesure

Fig. 16. — Electrophorese d'albumines d'axe et de cotyledons diflfusee
contre Pimmunserum antialbumines de cotyledons.

cot.

axe

Fig. 17. — Electrophoregrammes compares des globulines d'axe et de cotyledons.

ä la sortie de la colonne s'eloigne de celui realise ä l'entree. La encore il y a alcalinisa-
tion correspondant ä la sortie des fractions les plus alcalines.

B) Globulines

L'allure du chromatogramme des globulines d'axe (figure 19) est differente de

celle presentee par celui des globulines de cotyledons realise dans les memes conditions

(figure 12). La fraction majeure est eluee ä force ionique superieure comme chez

les cotyledons, les fractions eluees ä faible force ionique sont catodiques, les fractions

majeures eluees ä force ionique superieure sont anodiques.



140 £tude des proteines des graines d'une legumineuse: LABLAB NIGER medik

E 280

2.00 r molarity
en phosphate

de sodium

p.

\ E

• \s

; as-

J OA -

0.3

0.2-

F
v*\J y n

0.1 -

10-

9i

8-

7-

6-

5-

A-

3-

2-

1-

100 200 300 400 500 600 700 800
ml. effluent

Fig. 18. — Chromatographie des albumines d'axe sur DEAE cellulose.
Colonne: 1,5 cm x 30 cm. Poids de proteines applique: 320 mg.

Taux de recuperation: 79%. Effluent: 750 ml par fractions de 5 ml.
Elution par gradient mixte de force ionique et de pH

f phosphate 0,005 M pH 8,6

l ä phosphate 0,5 M pH 3

x x Chromatogramme.
• • Gradient de force ionique.
o o Gradient de pH.
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ml. effluent
Fig. 19. — Chromatographie des globulines d'axe sur DEAE cellulose.

Colonne: 1,5 cm x 30 cm. Poids de globuline applique: 300 mg.
Taux de recuperation: 75%. Effluent: 500 ml par fractions de 5 ml.

Elution par gradient de concentration saline (Nacl 0 ä 0,6 M).
x x Chromatogramme.
o o Gradient de force ionique.
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