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2 - Il existe. dans le marché international, ccrtraines variétés à haut rendement

mais qui sont indésirables à cause de leurs qualités boulangères insuffisantes.

3 - Les meuniefs et les boulangers devienncrnt de plus en plus serxibles à

I'importance du facteu variétal car celui-ci alltcte significativement la qualité

du blé transformé.

4 - Dans certains pays, les prix payés pour acquérir du blé varient à cause des

différences qualitatives entre variétés,

Par conséquent, des méthodes ef'ticaces d'identilication des vadétés de blé

sont très demandées. De telles méthodes doivent être rapides, sélectives,

sensibles, indépendantes des facteurs environnementaux, et sans équivoque.

Plusieurs observations morphologiques ont été utilisées pour distinguer entle les

variétés de blé. Le problème majeur de ces mét.hodes est leur non spécifÏcité et

I'importance de la durée requise pour leur exécutiott.

Certaines de ces observâtions ne peuvent se laire que si la plante atteittt utl

certain niveau de développement comme c'est le cas pour la coloration du

coléoptile en lumière artificielle (Autran, 1973). De plus, on doit partbis essayer
de reconnaître les variétés en ne disposatrt que de grains. A cet égard, certains
tests chimiques rapides ont été mis au point pour écourter le temps de réponse.
Ils incluent le test à I'acide phénique (Autran, 1973; Beaux, 1975), I'essai à
I'hydroxyde de sodium (Wrigley et al., 1982), et Ie test au papier imprégné de
catéchol ou catéchine (Wrigley, 1976).

Bien que ces di{lérents tests chimiques et examens motpltologiques, mis

ensemble, donnent des renseignements intér'r:ssants, ils présentent néanmoins
plusieurs inconvénients. Ils sont soit lents et laborieux, ou non spécitiques et

dépendzurt des conditions environnementales, ou alors présentent tous ces
inconvénients à la fois. Les méthodes bzt"sées sur l'électrophorèse et la
chromatographie liquide à haute pression des protéines de réserve ont été

récemment utilisées avec grand succès (Wrigley et al., 1982; Bietz & Cobb,
1985). Leur très haut pouvoir de résolution tait qu'elles pelmettent aisément
d idenûfier un grand nombre de variétés de blé. Ceci vient aussi du lait que les
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protéines séparées paf ces techniques sont synthétisées sous le contrôle direct du

génome variétal. Ces æchniques ont également I'avantage d'êEe rapides,

sensibles, requièrent des quantités d'échantillon hès faibles, et leurs résultats ne

sont pas affectés par les conditions environnementales de culture du blé.

Les protéines solubles dans I'eau et dans les solutions salines (nommées

albumines et globulines respectivement) ne sont pas spécifiques et efficaces pour

I'identitcation variéule (Wrigley et al., 1982). Les protéines de réserve, par

contre, conviennent mieux à cause de leur polymorphisme génétique très élevé

résultant en un nombre important de polypeptides séparables pal les méthodes

électrophorétiques et chromatographiques. Ces dernières incluent les gliadines

(prolamines du blé) solubilisées par des solutions alcooliques et les gluténines

(glutélines du blé) solubilisées par des solutions diluées d'acides ou d'alcalis. La

synthèse des gliadines est sous le contrôle de gènes situés sur les bras courts des

chromosones 1A, 18, lD, et 6A, 6B, et 6D (Wrigley, 1970; Brown & Flavel,

1982 ; Novoselskaya et al., 1983). Les gluténines quant à elles se synthétisent

sous le contrôle des gènes localisés sur les br:as longs des chromosomes 1A, 18,

et 1D (Payne et al., 1980). En utilisant l'élecrophorèse à deux tlimensions

appliquée aux protéines totales de I'endospeme, Brown et al. (1981) ont

rapporté que tous les polypeptides dont le poids moléculaire est situé ente

55.000 et 140.000 daltons sont synthétisés sous le conrôle des chromosomes

1A, 18, et lD, alors que ceux dont le poids moléculaire est compris entre 30.000

et 45.000 daltons sont codés par les chromosomes 1A, LB, ET lD, alors que

ceux dont le poids moléculaire est compris entre 30.000 et 45.000 daltons sont

codés par les chromosomes 6A, 68, et 6D. Les différentes sous-unités protéiques

codées par chromosomes homologues peuvent, d'une vuiété de blé à I'autre,

différer entre elles par leur point iso-électrique etlou leur poids moléculaire. Ce

contrôle multigénique des protéines tle réserve explique leur très haute

hétérogénéité qui les rend tout à fait convenables pour I'itlentification d'un

nombre maxirnum de variétés. D'autres classes protéiques (iso-enzymes,

protéines de feuillage,...) se sont révélées utiles, mais leur polymorphisme est

nettement moins important.

Les méthodes électrophorétiques exploitent un champ électrique pour séparer

les protéines à travers un gel de porosité conuôlable, selon leur taille apparente,
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Tableau I : Comparaison des gels d'acrylamide et d'amidon
pour l'électrophorèse des gliadines de blé

Gel d'acrylamide Gel d'amidon

Coulage et manipulation aisés

Manipulation courte

Facile de préparer des gels à con-
sistance uniforme et reproductible.
Produit commercial de qualité qua-
si-uniforme

Toxique avant polymérisation

Détection facile de bandes

Insensible aux enzymes

Coloration du gel facile

Précourant facultatif

Densitométrie t'acile

Bonne résolution pour toutes les
classes de gliadines

Exrâits protéiques très concentrés
non indispensables

Coloration moyennement stable

Pouvoir de différenciation
des cultivars très élevé.

Coulage difficile

Manipulation longue

Difficile d'avoir des gels de con-
sistance uniforme et reproductible.
Produit commercial de qualité
variable

Support non toxique

Détection moins aisée

Hydrolysable par les amylases

Coloration moins aisée

Précourant nécessaire

Densitométrie douteuse

Résolution moyenne, mais très
bonne pour les w-gliadines

Extraits très concentrés
indispensables

Coloration stable

Pouvoir de différenciation
moins élevé
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leur charge, ou leurs points iso-éléctriques. Bien que le gel d'amidon fût le

premier support utilisé, il semble n'être pratiquement plus exploité à cet égard. Il

est remplacé pour bon nombre de raisons, indiquées au Tableau 1, pal

I'acrylamide. Le gel d'acrylamide consiste en une polymérisation d'une molécule

monomère appelée acrylamide de formule chimique : CH2=CH-CO-NH2, et

d'un comonomère jouant le rôle d'agent réticulant et ayant la formule :

H2C=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2. Cette polymérisation n'est possible

que via I'usage d'agents catalyseurs dont la nature varie en fonction des

conditions de pH adoptées. Les trois procédures électrophorétiques majeures

utilisées dans ce domaine sont énumérées par Lookhalt (1980) comme étant :

1 - Celles où I'on utilise un tampon acide pour sépaler des protéines extlaites

sans agents dénaturants ni réducteurs. Dans ce milieu, les protéines solubilisées

s'ionisent et restent en solution. Cette méthode est appelée A'PAGE ou

lactate-PAGE (A-PAGE : Acid-Poly Acrylamide Gel Electrophoresis) et sépare

les protéines selon leurs poids moléculaires apparents et leun charges. PaI

conséquent à charges identques, une protéine de petite taille migre plus vite,

qu'une grande molécule. Si ces protéines se trouvent dans un milieu rendant

leurs charges plus importantes, ses demières migfefont encore plus vite. C'est la

technique la plus utilisée pour identifier les variétés du blé.

2 - Celles où l'on travailte en présence de Sulfate de Dodécyl de Sodium

(SDS) pour solubiliser les protéines et les entourer d'une manière unifome pal

des charges négatves. Cette méthode s'appelle SDS-PAGE et sépare les

protéines sur la base de leurs poids moléculaires. La charge des protéines

n'intervient pas puisqu'elle est masquée par la charge négative des molécules de

SDS. Cette technique est utilisée pour I'idenûfication vafiétale, la prédiction de

la qualité technologique des variétés, et la détefmination des poids moléculaires.

3 - La troisième technique dénomée Iso-Focalisation (IEF : Iso-Elecric

Focusing) exploite un gradient de pH pour taire migrer les polypeptides vers des

points iso-potentiels conespondant à leurs points iso-électriques. C'est une

méthode très sensible et de haute résolution. Elle est généralement utilisée quand

les autres techniques s'avèrent inefficaces pour départager des variétés données.
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C'est une technique surtout utilisée pour séparer les protéines de mars. Elle
implique I'utilisation des ampholines pour réaliser les gradients de pH. Ces
produits coûtent très chers et sont difficiles à préparer. La technique est donc
onéreuse et n'est utilisée que pour complémenter, en cas de besoin, les deux
autes procédures précédemment décrites.

Concernant les techniques chromatographiques, plusieurs procédures, telles
que : la filtration sur gel et la chromatographie à échange d'ions, avaient été
utilisées pour séparer les protéines de réserve du grain de blé, et les Ésultâts
obtenus semblaient dépendre du critère valiétal. Actuellement, la technique
chromatographique de choix, utilissée pour identifier les cultivars de blé,
s'appelle Chrornatographie Liquide à haute pression dite en phase inversée
(Lookhart & Bietz, 1990) : <RP-HPLC> (Reversed-Phase High Performance
Liquid Chromatography). Avec cette technique, les protéines sont séparées sur la
base des forces hydrophobes entre les acides aminés se trouvant à la surface des
polypeptdes et les supports chromatographiques apolaires (Bietz, 1985), et ce, à
des conditions d'élution bien déterminées. Les supports chromatographiques sont
complètement poreux, faits à base de silice, et chimiquement liés à des
groupements alkyl. Hearn et al. (1982) ont indiqué qu'en RP-HPLC, plus la
polarité de la substance augmente, plus taible sera son intemction avec cles
ex8émités hydrophobes de la phase stâtionnaire à une composition donnée du
solvant d'élution. Par conséquent le poids moléculaire n'est pas un élément
déterminant (Heam et al., 1982; Biertz, 1985). Cependant le degré et I'intensité
des interactions hydrophobes entre les molécules et la phase stationnaire jouent

un rôle crucial dans le processus de séparation.

PROCEDURE A.PAGE OU LACTATE.PAGE :

La technique A-PAGE des gliadines est extensivement utilisée pour identilier
les variétés de blé (Jones et al., 1982; Khan, 1982; Wrigley et al., 1982; Mecham

et a1., 1985). Les gliadines sont facilement solubilisées par l'éthanol 7)Vo (YlY)
(Khan, 1982; Lookhart et al., 1982). Le 2-chloroéthanol 25Vo (V/V) a été

également utilisé avec succès (Autran et aI., L979; Branlanl & Dardevet, 1985).

Leur extaction ne nécessite pas I'usage d'un agent réducteur, du fait que les
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Fig. 1

lère Etape :
Mouture

2ème Etape :
Extraction

3ème Etape :
Electrophorèse
A-PAGE

4ème Etape :
Révélation

5ème Etape :
Exploitation
des tlonnées

Variétés authentques

Farine, mouture entière, ou grain individuel
grossièrement moulu avec ou sans"germe

Extraction par solution aqueuse d'éthanol à 707o
(v/v), ou par le 2-chloroethanol à25Vo (vlv),

puis centrifugation. Le surnageant est additionné de
vert de méthyl et de glycérol ou saccharose.
L'extrait contient les gliadines et un faible

pourcentage de protéines solubles.

Electrophorèse : A-PAGE. Tampon à base de : Al- ou
Nalactate pH 3,10. Temps de migration : fonction du

voltage employé. Les protéines sont séparées en
fonction de leurs tailles et charges. Le temps de

migration doit être suffisamment long pour chasser du
gel les albumines et globulines : 3 fois le temps de

migration du vert de méthYl.

Coloration par Ie BBC R250 puis décoloratiott,
Les gliadines appamissent coûrme bandes bleues.

Evaluation des électrophorégrammes : mesure des
intensités et des mobilités relatives. Utilisation des
données sous forme de denù'ogrammes ou auffes.
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Tableau lI : Q. uelqug-s méthodes électrophorétiques utilisées pour
I'identifïcation des variétés de blé

Exhaction Composition du gel
et du tampon

Conditions de
Travail

Référerrce

* 6OVo étbanol
* R = Solv.Æch.=3
* 2 br., Tamb.

* Syst SGE;9% amidon
* Lac. Al-Utée 0,5M -
Ac. Lac,, pH=3,2

* Horizontal
* 8 V/cm-4,75 hr.
* T = arnb.

AUTRANet
BOURDET
1975

* 707o étbanol
* R = 3
* I hr., Tamb.

*PAGE; 6,37o"1 - 5VoC
* 8,5 mM Lac. Al - Ac
t:c. pH = 3,1

*Horizontal
* 7U74mA-6,5br.
* T = 2 l o C

BUSHUKet
ALLMAN
(1e78) (1)

* U r é e 1 M
* R = 6
* I hr., Tamb.

* SGE ; l2Vo anidon,
* 17 mM Lac. Al-Urée
2 m-Ac. Lac., pH=3,1

r Horizontal
* 200 V-4 hr.
* T = 2 0 o C

Du CROS et
WRIGLEY
(1e7e) (2)

Idem qu'en
(2)

* IEF ;7,75VoT-3,3Vo(
Urée 2M+Ampholines

* Horizontal
* 600 v-3.5 hr. = (2)

Idem qu'en
( 1 )

Idem qu'en
( l )

*Vertical
* 1000 V-40 min.
(gel de 1,5 mm)

TKACHUK
et MELLISH
(1980)

Idem qu'en
(2)

*Gradient-PAGE; 2.5
l3%T;0,ffi425 M NaOH
+ Ac. Lac., pH = 3,1

* Vertical
* 400 Volt-l hr.
* T = 2 5 o C

WRIGLEYet
al. (1982)

Idemqu'en (l)
s a u f R = 2

Idem qu'en (1) mais
avec l-ac. Na 22.3 mM

r,Vedical
* 5 0 m 4

KHAN et al
(1e85)

Idem qu'en
(1 )

=(1); Lac. A18,5 mM /
gel; et 4,25mM/tampon

* Vertical l5OO vl
2,25hr.121o C.

LOOKHART et
al. (1986)
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ponts disulfures sont essentiellement intra-moléculaires. Les gliadines ont des

poids moléculaires allant de 30.000 à plus <le 100.000 daltons, et des points

iso-électriques fréquemment localisés entre pH5 et pH9 (Shewry & Miflin'

1985). A cause de leurs points iso-électriques, les gliadines requièrent des pH

loin des conditions neutes pour être dotées de charges nettes positives (ou

négatives) et significatives leur pemettânt d'être convenablement analysées par

PAGE. Le pH 3,10 a été très utitisé dans presque toutes les techniques PAGE et

SGE'(Starch Gel Electrophoresis : Electrophorèse sur gel d'amidon) décrites

dans la littérature. Des pH inférieurs, bien qu'utiles, sont préjudiciables au gel

lui-même. Les méthodes courantes de sépiuation des gliadines par A-PAGE

mettent en évidence 20 à25 bandes différentes (Mecham et al., 1985), alors que

I'iso-focalisarion en décèle 20 (wrigley & Sheperd, 1973); ce qui rcste,

néanmoins, en deçà d'environ 40 constituants clairement révélés par

l'électrophorèse à deux simensions (Wrigley, 1970). Les bandes protéiques ainsi

séparées différent dans leur intensité, mobilité et nombre. Par conséquent, la

probabilité de différenciation enfie cultivars de blé sur la base de ces critères' est

très élevée. Les différentes étapes analytiques nécessaires pour conduire une

analyse PAGE sont dressées dans la Figure 1. Elles compoftent une extfaction,

une séparation par électrophorèse, une visualisation des bandes protéiques par'

coloration des gels et enfin la mesure des paramètres permettant d'établil les

dendrogrammes de différentiation. Plusieurs conditions d'extraction,

compositons de gels, systèmes tampons, conditions électrophorétiques, et types

d'équipements sont utilisés (cook, 1984; Lookhaft, 1990). Les principales

informations à cet égard sont rapportées au Tableau 2. Ajoutant seulement que la

coloration et la décoloration des gels d'acrylarnide sont souvent réalisés par des

solutions dans I'acide trichloracétique du Bleu Brillant de Coumassie (BBC

R250) pour la coloration, et sans le eolorant pour h décoloration (Busltuk &

Zillman, 198; Autran et aI., 1979; Zillmzr;. & Brshuk, 1979a ; Tkachuk &

Mellish, 1980; Lookhafi et al., 1982 ; Wligley eÏ al., 1982 ; La tiandra &

Kasarda 1985 ; Mexham et al., 1985).

Autran & Bourdet (1975) ont été les premiers à décrire une méthode

électrophorétique de référence pour sétrarer les gliadines et en faile une

procédure puissante pour I'identficatio' vtui(rtrile. Busltuk & Zillman (1978)
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mirent au point une méthode sur gel d'acrylamide horizontal. celle-ci fut
remplacée piu des séparations avec un équipement vertical nrais le cultivar
standard (variété Marquis) ainsi que les produis chimiques essentiels utilisés
sont maintenus les mêrnes. Les proportions relatives des différents produits
chimiques ont été légèrement modifrées par plusieurs auteurs dans le but
daméliorer la technique. Lookhart er al. (1982) ont modifié la quantiré de fer
dans le gel. Khan et al. (1983) avaient changé la profondeur des encoches où I'on
dépose les échantillons et avaient recommandé l'usage du lactate de sodium (au
lieu du lactate d'aluminium) colnme un des constituants du système tampon. Ces
auteurs reconnaissent néanmoins que le lactate de sodium donne généralement
des gels plus sombres contenant plus de matériaux colorés au point d'origine où
le dépôt a été effectué. cependang Lookhart er at. (19g5) onr éré incapables de
recommander I'un ou I'auûe des deux sels et ajoutent que I'abaissement de la
lempérature de 21oc à 7-10'c améliore les résultats obtenus. En quête d'une
procédure rapide et économique, Tkachuk & Mellish (1980) ont utilisé des gels
tès fins (0,75 mm.) et un voltage de migration très élevé (1000 volts). Sous ces
conditions, il a été possible d'analyser d'une manière efficace 40 échantillons en
40 minutes. La quantité des catalyseun utilisés affecte profondément le temps de
polymérisation, la taille des micropores, la fermeté et I'adhésivité du gel (Khan et
al., 1985). Le Tableau 3 groupe les principales formulations de gels uflisées
dans plusieurs laboratoires. Les Figures 2 et 3 monEent des exemples
d'électrophorégrammes pour blés tendres et blés durs marocains (Bakhetta 1988)
obtenus par la méthode de Lookhart et al. (1986). On voit très clairement que les
blés durs sont très différents et bien distincs des blés tendres. Les blés tendres
possèdent deux ou trois bandes protéiques en plus localisées tout en haut de
l'élecrophorégramme. Pour distinguer les variétés de blé tendre ou de blé dur
entre elles, une méthode d'évaluation des électrophorégrammes est devenue
nécessaire.

Une procédure d'évaluation a été décrite pat Zillman & Bushuk (1979a),
Jones et al. (1982), et Wrigley et aL (1982). La méthode consiste en la mesure
des mobilités des bandes protéiques au millimère près. Les mobilités relatives
sont alors calculées par rapport à une bande de référence du cultivar Marquis
pour laquelle une mobilité relative arbiûaire de 50 a été donnée. Les mobilités
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'lablcau 
III : Comparaison des différentes formulations de gels utilisées dans

la méthode "Acid-PAGE"

(1) : Jordan et Raymond (1959) ; (2) : Bushuk er.Zlllman (1978) ; (3) : Tkachuk
er Mellish (1980) ; (4) : Lookhart et al., (1982) ; (5) : Khan et al., (1983); (6) :
Khan et aI., (1985) ; (7) : Lookhart et al., (1986).

Constituants
du Gel

Références

(1) (2) (3) (4) (s) (6) (7)

Acrylamide
(7o plv)

8 e t
r2,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0

Bis-Acryla-
mide (7o plv)

= (2)
0,30 0,30 0,30 et (4) 0,30 0,2s

Lactate de
(Vo p/v)

AI AI AI
0.25 0.25 0.25

Na/Al
=(2,4)

Na
0.25

AI
0.25

Acide Lacti-
que

Ajouté jusqu'à pH = 3.1 (sauf pur (l) : l,45%o plv
tris + Urée 3 M + acide citrique jusqu'à pH = 2.9;

Acide Ascor
biqte (7o plv) 0,100 0,100 0,020 0,100 0,100 0,024 0,024

H202à3 7o
(Vo vlv) 0,300 0,500 0,135 0,500 0,250 0,100 0,r00

FeSO4,7 H 20
(7o p/v) 0,0025 0,0025 0,0025 0,0040 0,0025 0,0002 0,0002

Eau Tout les produits chimiclues sont solubihsés dans un
volume d'eau déterminé selon les besoins.
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Fig. 2 : Exemples d'électrophorégrammes pour blés tendres et durs marocains.
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Fie. 3 : Les blés tendres se distinguent des-blés durs par 2 ou 3 bandes en plus'
- -o 

localisées en haut de l'électrophorégramme'
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relatives sont exprimées à 0,5 unités près. Les intensités sont génér'alement
estimées par des chifïres entiers allant de I (bande de taible intensité muis assez
visible) à 5 (bande la plus intense). Jones et al. (1982) ont noté que l'évaluation
des intensités se fait avec une précision de + 1 unité. Sur la base de ces calculs
d'intensité et de mobilité, des formules variétales peuvent être élaborées et
comparées entre elles. Il semblerait que l'évaluation visuelle des intensités des
bandes par trois personnes soit beaucoup plus sirnple et conecte que les mesures
densitométriques (Jones er al., 1982). Sapirstein & Bushuk (1985a b, c) ont
constaté que I'utilisation d'une seule bande de référence augmente la valiation
des mobilités relatives parallèlement à I'augmentation de la clistance entre une
bande donnée et celle de référence. Ces auteurs suggèrent I'utilisation de trois
bandes de références (bandes avec des mobilités relatives de : 24,50, et 79).
Cette méthode améliore la précision des résultats en stabilisant la variabilité des
mobilités relatives à des niveaux très bas sur I'ensemble des bandes constituant
l'électrophorégramme. Berger et Le Brun (1986) ont également soutenu I'idée
d'utiliser plusieurs bandes de référence dans l'évaluation des phérogramrnes de
gliadines.

Plusieurs auteurs (Lee & Ronalds, 1967:, Zillman & Bushuk, 1979b) ont
montré que les résultals de I'A-PAGE des gliadines ne sont pas all'ectés par les
conditions environnementales, I'année de récolte, et l'échaudage physiologique et
pathologique.La gelée et la germination semblent ne pas avoir d'effects notables
sur des électrophorégrammes des gliadines (Lookhart & Finney, 1984).
Cependant, Lukow & Bushuk (1984) ont remarqué que l'intensité de certaines
bandes de gliadines analysées par SDS-PAGE est affectée par la germination.
Enfin signalons que Lookhart & Pomeranz (1985) ont rapporté que les
échantillons de blé cultivés sur des sols pauwes en soufie présentaient des
différences d'intensités de bandes selon que ces sols aient été fertilisés (par
l'azote ou le soufre) ou non. Toutes ces données montrent bien que les
électrophorégraûrmes des gliadines sont essentiellement affectés par les facteurs
génétiques, ce qui en fait un outil très précieux dans I'identitication variétale des
blés.

Il est également nécessaire de noter I'existence de quelques vzuiations
mineures entre les électrophorégrammes des grains d'une mê.mè variété analysés
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individuellement. Ces différences caractérisent ce qu'otl appelle les biotypes

variétaux. La présence de ces biotypes a été rapportée pal plusieurs auteurs

Mecham et a1., 1985; Lookhart, 1985; Lookhafi et a1., 1986)' Enfin, bien

d'autres méthodes électrophorétiques pour sépaler les gliatlines existent, mais

leur usage ne S'âvère importânt et pratique que dans des cas très particuliers.

parmi ces méthodes, citons I'Iso-focalisation, I'Electrophorèse bidimensionnelle

et en gradient de gel (Wrigley, 1970; Wrigley & Shepherd, 1973; Ducros &

Wrigley, 1979; Lafiandra & Kasarda,1975).

PROCEDURE SDS.PAGE

La méthode A-PAGE est conduite diuts un milieu tampon à pH uniclue et

bien déterminé (système tâmpon continu). Dans la rnéthocle SDS-PAGE,

plusieurs pH sont exptoités (système tampon {iscontinu) et la présence des

charges négatives de SDS annule I'effet de la charge nette des protéines sur leur

migration qui n'est plus gouvernée que piu le poids moléculaire (I{ames &

Rickwood, 1981). Les gluténines possèdent des ponts dis - sulfures inter - et

intra-moléculaires. Dans leur état natif, elles possèdent des poids moléculaires

élevés et ne peuvent être totalement exfaites ni séparées par électrophorèse sans

réduction er dénaturation préalables. C'est pourquoi le système SDS-PAGE

convient palfaitement à leur séparation.

Dans certains cas, la technique A-PAGE ne pemet pas toute seule de

distinguer entre deux ou plusieurs variétés I'usage d'autres techniques s'impose

alors. La technique SDS-PAGE s'est révélée être très utile à cet égatd (Wrigley

et al., 1982; Autran et al., 1981). En zurzùyszurt les gluténines à haut poitls

moléculaire (75.000 daltons et au-dessus), Branlard et Le Blanc (1985) ont

trouvé 38 et 9 diagrammes électrophorétiques ditférents flour respectivement

195 blés tendres et 38 blés durs français. La plupart des procédures

électrophorétiques sont dérivées du systèrne discontinu développé par Laemmli

(1970). Cooke (1984) précise bien que c'est la r'égion des glutélines à haut poids

moléculaire qui est la plus utile à des fins d'identification. La même région est

également très importânte quant à ses corrélations avec les tlonrlées qualitatives

des variétés. Par conséquent, la combinaison de PAGE et SDS-PAGE est

généralernent suffisante pour la différentiation de la rnajorité des culûvars les
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uns des autres (Wrigley et al., 1982). La Figure 4 illustre bien le genre de
diagramme que I'on obtient par SDS-PAGE ainsi que la région de bandes
exploiée à des tins d'identif,rcation.

RP.HPLC

Les protéines du blé ont été séparées avec succès par différentes méthodes
chromatographiques. La technique récemment introduite est la chromatographie
liquide à haute pression nommée RP-HPLC. Avec cette technique, les protéines
sont séparées sur la base de I'intensité des liaisons entre les acides aminés
hydrophobes et les supporc chromatographiques apolaires (Bietz, 1985). Ni la
charge des protéines, ni leur poids moléculaire ne semblerrt jouer un rôle capital
dans le processus de séparation. Par contre, I'intensité des interactions
hydrophobes entre la phase stationnaire et les polypeptides est d'une importance
cruciale à cet égard. Les protéines sont donc éluées dans l'ordre d'hydrophobicité
croissante par un mélange de solvants (système gradient) dont I'hydrophobicité
augmente avec le temps (Bietz, & Burnouf, 1985; Bietz, 1984). L'optimisation
de la composition des solvants d'éluton a éré réalisée pu Bietz (1983) qui a
précisé que des mélanges d'eau et d'acétonitrile contenant une petite qualltité
d'acide triflubroacétique (TFA) séparent bien les gliadines. Les glurénines (après
réduction) et les gliadines sont bien séparées par RP-HPLC (Biez, 1984).
Lhydrophobicité des protéines de réserve n'est pas la même d'un blé à un autre
(Chung & Pomeranz,1979). De plus, Cottener er al. (1984) ont démontré que
certains polypeptides composant les gliadines (gunma-45 et gamma-42)
possèdent des hydrophobicités signilicativement dit'térentes par simple
comparaison de leur hydrophobicité théorique. La différence tl'hydrophobicité
parmi les constituants des gliadines et les agrégats de gluténines a été également
démontré par Popineau (1985). Cette æchnique a été également utilisée pour
identifier les gènes responsables de la synthèse des protéines de réserve (Bietz &
Burnouf, 1985). Ces mêmes auteurs ont monré que les protéines sont éluées
dans I'ordre d'hydrophobicité croissante comme suit: Albumines et Globulines ;
Oméga-Gliadines ; Sous-unités Gluténines à haut poids moléculaire ; Alpha-type
gliadins ; Sous-unités gluténines à bas poids moléculaire et enfîn les
gamma-gliadines.
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Fig.4 : Elle illustre le genre de diagramme obtenu par SDS - PAGE.
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Bon nombre de rapports, donc, bibliographiques sur les gliadines démontrent
I'existence d'une hétérogénéité d'hydrophobicité intra- et inter-polypeptidique.
Par conséquent I'RP-HPLC des gliadines lbumira des profils d'élution qui
différeront d'un génotype à un autre. En ellbt, Bietz (1984) a bien précisé que
I'RP-HPLC peut identifier les variétés de blé par I'utilisation des temps d'élution,
hauteurs des pics et leurs surfaces comme pararnètres discriminatoires. Cette
technique est rapide, sensible reproductible, à haute résolution et automâtisable
(Bietz et a1., I984a; Lookhart & Bietz, 1990). 30 minutes d'extraction par
l'éthanol 70Vo (vlv) ou le 2-propanol55Vo (v/v), est suffisante pour bien extraire
les gliadines (Bietz et al.,l9%a). La délipiclation préalable des farines ou leur
extraction par une solution saline n'améliore pas les résultats obtenus. Les
colonnes à pores larges (300 A) sont généralement utilisées Jnur séparer les
gliadines et, par détection à 210 nm (détecteur UV), environ 30 à 40 constituants
sont séparés (Bietz et al., 1984b). Ces auteurs ont démontré I'existence de
différences significatives entre les cultivars de blé, à I'exception de ceux ayant

les mêmes pédigrés. Les fractions gliadines séparées par RP-HPLC peuvent

contenir plusieurs constituants comme celaz a été démontrê par A-PAGE et IEF
(Huebner & Bietz, 1984). Des méthodes tl'amélioration de la æchnique peuvent

être envisagées par modification du temps global d'analyse, du débit des solvents
d'élution, de la température, et par utilisation de standards internes et extemes
(Bietz & Cobb, 1985). Avec des temps d'analyse courts et des débits élevés de

solvants d'élution (gradient rapides), on obtient une pauvre résolution, bien qu'il

est toujours possible de différencier les uns des autres la majorité des cultivars

analysés, et I'on peut ainsi réaliser 100 analyses par jour et par instrument. Des

températures élevées (70"C) améliorent la résolution par, probablement, une

meilleure dissociation des constituants protéiques. Les C8-Cl0 alkylphénones

peuvent servir comme stândards altn d'éliminer la variabilité inter et

intra-laboratoire (Bietz & Cobb, 1985). Ces auteurs ont également suggéré des

améliorations en relation avec la méthode d'évaluation de I'hydrophobicité. A cet

égard, ils recommandent d'évaluer I'hydrophobicité par rapport à des standards

plutôt que par considération des temps d'élution (ou temps de rétention). Il arrive

parfois que l'on soit obligé de travailler à haute sensibilité. Ceci entraihe

généralement des déplacements anormaux de la ligne de base que I'on évite par

diminution de la concentration du TFA (l-luebner &. Bietz, 1987)l Toutes ces
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améliorations, subtiles certes mais très utiles, permett€ront d'avoir une technique

automatisable, s'apprêtant à I'informatisation et exempte de toute évaluatbn

subjective. Les figures 5 et 6 montrent deyx chromatogrammes de deux variétés

marocaines de blé (Bakhella, 1988).

Contrairement aux analyses électrophorétiques, les procpdures d'analyse des
gliadines et des gluténines par RP-HPLC ne sont pas très différenæs. De plus, à

I'instar de PAGE (Autran et al., 1981) des conélations entre certains composés
protéiques s$cifiques, appartenant aux gliadines, et des pamrnèhes de qualité

ont été mises en évidence (huebner & Bietz, 1987). En plus des performances

sus)indiquées, I'RP-HPLC donne des résultatst qui sont insensibles à I'année de

récolte, et au lieu de culture (Kruger & Marchylo, 1985). Certains types de sols
peuvent avoir des effets sur les chromatogranmes, comme cela a été bien

démontré par Lookhart et Pomeranz (1985). Tout ceci fait de cette technique un
moyen analytique puissant servant à distinguer les cultivars de blé les uns des
autres.

L'électrophorèse et la Chromatographie liquide à haute pression sont donc.à

I'heure actuelle les meilleures méthodes utilisées dans les domaines de
I'identifrcation variétale des blés. Ces techniques ont été considérablement

affinés et s'apprêtent encore à d'avantage d'améliorations. Elles sont les seules
méthodes capables de départager clairement des cultivars de blé dont la
généalogie est de plus en plus complexe et que leurs caractéristiques
agronomiques et et technologiques restent très différentes.

Remerciements : Nous tenons à remercier le Dr. Gérard Branlard de I'INRA,
France (Clermont Ferrand) pour avoir bien voulu lire ce document et y apporter

certaines corrections.
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RESUME

Le problème de I'identification des vadétés de blé revêt une importance

considérable car les cultivars de blé diffèrent les uns des autles quant à leurs

caractéristiques agronomiques et technologiques. Les méthodes exploitant les
critères morphologiques et les tests chimiques rapides ne sont plus d'un usage
courant à cause de leur non spécificité vis-à-vis d'une multitude de variétés dont
la généalogie devient de plus en plus complexe.

Les méthodes électrophorétiques et chromatographiques, appliquées aux
protéines de réserve (gliadines et glutérines), se sont révélées très efficaces dans

ce domaine. Dans le présent article, un tour d'hoiizon bibliographique sur ces

deux techniques a été fait. Les conditions opératoires, les contraintes, et les

modes d'exploitation des données sont discutés.

MOTS 
.CLES

Identification; Variétés de blé; Electrophorèse; Cluomatographie.

SUMMARY

The problem of identifying wheat varieties is imgrrtant because wheat culti-

vars markedly differ in their processing qualities and agronomic characteristics.
The methods using morphologic criteria and rapid chemical tests âre no longer

intensively used because they are unspecific towards a growing number of wheat

cultivars that are genetically interrelated. Electrophoretic and chromatographic
methods applied to separate storage proteins (gliadins and glutenins), have been
proved to be efficient in differentiating cultivars among them. In this paper, a

literature survey about the use of these two techniques was accomplished.

Operating conditions, constraints, and data analysis were discussed.

KEY WORDS

Ideruification ; Wheat variety ; Elecrophoresis ; Chromatography.
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