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PREPARATION DES ECHANTILLONS

Les tissus frais & analyser sont séchés & froid dans un
lyophiliseur & environ - 60° C, Le matériel cryodesséché est broyé

4 froid puis conservé & -~ 10° C,
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- METHODES ANALYTIQUES -

A, EXTRACTION ET DOSAGE
DES CONSTITUANTS ACIDO-SO0OLUBLES

1"« EXTRACTION DE LA FRACTION ACIDO-SOLUBLE TOTALE.

La fraction acido-soluble est extraite par l'acide tri-
chloracétique (ATC) ou 1'acide perchlorique dont la concentration

optimum doit Btre déterminée par des essais préalables,

La concentration de 1'ATC, adoptée dans le cas de tissus
chlorophylliens et radiculaires de Cotonnier est de 8 %. Une con-
centration supérieure de l'ordre de 12 &4 15 % par exemple, risquerait

d'entrafner dans la fraction soluble, une partie des ribonucléotides.

Une concentration plus faible, de l'ordre de 5 %, peut

aboutir & un entrafnement incomplet des composants acido~solubles,

L'extraction est opérée sur des fractions de 500 mg de
poudre végétale, lyophilisée, que 1l'on introduit dans de petites cap-
sules de porcelaine, en présence de 20 ml environ d'ATC & 8 %, moulu,
L'ensemble est conservé & b—4°C pendant une heure, et remué de temps
4 autre, Le contenu des capsules est ensuite transféré quantitative-
ment dans des tubes de centrifugeur, en utilisant de petits volumes
d'ATC &4 8 %, froid, Centrifuger puis traiter par deux fois les rési-

dus par de 1'ATC & 8 % dans les m&mes conditions.



Les gurna_cants sont réunis, nuls l'on améne & un volume détermindé

(50 ou 100 ml) avec do L'ATC de mfme concentration.

Le résidu ent conserv: pour lan détermination du phogphore lipidique

(of. paragraphe "phosphore lipidique”).

b

2. SEPARLTION TE L4 ¥ CTION ACIDO-SOLUBLL TOT,LE LPRES DIGESTION,

Prilcver une partic aliquote (5 3 15 ml) de l'extrait trichlorccé—
tigue dans un matras conmtenant une bille dc verice. Couvrir d'un »netit en—

tonnoir. Ajoutcr 1 ml d'acide sulfuriquc.

Digestion : Chauffer tris lentement pour éveporsr la plus grande partic pos—-
gible.de l'icide trichloraclitique ¢ la matiére organique =¢ consumc. Le chauf-
fer jusqutd obtention d'unc solution homogéne ¢t poursulvrce llopération jus—
guta ce que la solution pronnc unce colovation légércment nlus claire.

AJjouter alors, avec précaution, unc gouttc d'acide nitrique, dc sortc qulelle
coule le long de la paroi du matras. Continuer & chauffer cn évitant conti-
nuellement une surchaufrie. Ajouter une nouvelle goutte de N03H° Chouffer dou~
cement Jjusgu'@d cc que le liguide soit décoloxé ou ou'il présentc geculement
une teinte jaunec peille. Poursuivre le chauffege une minutc encore. Pefroidir.
AJouter un peu dleau distillée et porter & &hullition 2 ou 3 minutes pour
chagsser leg vapeurs. Transvaser en Tiole de¢ 25 ml et amencr & ce volume en

ringant le matros avec de l'eagu digtillée.



3. DOSAGE DU PHEOSPHORE ..CIDO-SOLUBLE
METHODE GENERALE DE DOSAGE

a. R é act if s

1. Mélange ilcool-Benzéne.

Mélanger au moment de l'emploi des volumes égaux d'Alcool

isobutylique et de Benzéne, pour analyses.

2. Solution Molybdigue.

Dissoudre 50 g de molybdate d'ammonium dans 400 ml d'acide
sulfurique 4 10 N. Amener & 1 litre avec de 1lteau distillée, Garder

en bouteille paraffinéde. Préparer au moment de l'emploi.

3. Solution de Chlorure stanneux.

Dissoudre 10 g de Sn Cl2 2H2O dans 25 ml de HEC1l concentré
et garder dans un flacon brun, 4 partir de cette solution, préparer
au moment de l'emploi une solution diluée en amenant 1 ml & 200 ml
avec du SO4H2N. Ce réactif ne reste pas stable plus d'un Jour.

4, Mélange Acide sulfurigue-Ethanol.

Mélanger & 980 ml d'ethanol & 99,5 % et 20 ml de SO4H2 con-—
centré (vérifier la réaction par rapport & la stabilité de la couleur
bleue du molybdate. L'instabilité peut &tre due & quelque contamina-
tion de 1l'alcool., Il faut alors essayer de modifier la quantité

d'alcool ou refaire le mélange).



5. Réactif Silico-tungstigue,

I1 est utilisé pour la défécation dans le dosage du phos-

phore minéral libre.

Dissoudre 5,7 g de silicate de sodium 9 H20, et 79,4 g
de tungstate de sodium 2 HZO’ dans 500 ml d'eau distillée, Ajouter
15 ml de SO,H, concentré, Faire bouillir pendant 5 heures, Refroidir

472

et amener & 1 litre.

6. Solution-étalon de P,

Préparer une solution-étalon & 1 mg de P/ml & partir de

PO4 HZK(séché & 1100 C) pour analyses (4,3936 g x facteur de pureté,

amené & 1 litre).
be M & t h o d e

Le dosage est effectué sur une partie aligquote de l'extrait

trichloracétique, aprés digestion,

Dans les conditions de concentrations indiquées plus haut
(soit 500mg de matidre végétale lyophilisée ramenée & 100 ml dont
15 ml subissent la digestion ct sont ensuite ramenés % 25 ml), on
prélédve 1 ml que l'on introduit dans un tube & essais de 25 x 200 nn,
Ajouter de l'eau distillée pour un volume de 15 ml, puis 25 ml exac-
tement mesurés de la solution Alcool-Benzéne (1). Mettre ensuite
5 ml de Réactif molybdigque (2). Boucher et agiter aussit8t vigoureu-
sement 30 secondes, Laisser les dcux phases liquides se séparer,
Préparer dans un bécher 15 ml du mélange icide sulfurique-Ethanol (4).

Pipeter dans les tubes 10 ml de la phase supérieure organique et les



introduire dans unc fiole de 25 ml. Ajouter avec la m8me pipette

gqui se trouve ainsi rincée, 10 ml du mélange acide sulfurique-~
éthanol, puis 1 ml de la solution diluée de Chlorure stanneux (3),
Ljuster les fioles & 25 ml avec le mélange Acide sulfurique~Ethanol,
La coloration bleue obtenue est stable plusieurs heures, Attendre
une dizaine dc minutes pour colorimétrer & 700 mM (filtre rouge =
cellule 90 R pour lc photomdtre Eppendorf). Fai£§ un blanc, Régler

le zéro a4 partir du mélange Alcool-Acide sulfurique,

Calcul :
mg P/ml x 25 x 100 _ mg P acido-solublec/g de matidre
prise X 0,5 séche
Calculer la concentration en P en se rapportant & une
solution-étalon de P (6) dont on ., détermine les densités optigues

pour quelgues points de gamme

4, DOS.LGE DES FPR.CTIONS DE L'ENSEMBLE ACIDO-SOLUBLE.
. Phosphore minérel

Le phosphore minéral libre cst déterminé & partir de l'ex-
trait trichloracétique, sur unc partiec aliquote de l'ordre de 1 ml
pour les conditions de dilution indiquées plus haut. Le dosage s'ef-

fectue directement gsans digestion suivant la méthode indiquée DeDe




Le réactif silico-tungstique intervient éventuellement
pour le précipitation des protéines, si le milieu en comporte de
fagon notable. On 1'introduit alors, aprés ltaddition du mélange
alcool isobutylique-Benzéne. Pulis on poursuit par l'addition du

réactif molybdique, etc ...

« Phosphore phytique

a, R éactif s

1. Solution de chlorure ferrique.

Dissoudrc 15 g de Fe Cl3 6H20 dens de 1'HC1l normal. Amener
a4 1 litre avec H(C1l N.

2. ClH, 0,6 % comportant du sulfate de sodium.

Dissoudre 100 g de sulfate de sodium anhydre dans environ
500 ml d'eau. Ajouter 14,5 ml de HCLl concentré, nmener a 1 litre

avec de l'eau distillée,

3., Na 0H N/10.

4, Na OH N,

5., Phénolphtaléine,

Solution & 1 % dans 1'éthanol & 95%.



b, M é t hode de dosage

Une partie de 1'cxtrait acido-soluble dans .TC est neutra-
lisée par de la soude N/10 en utilisant la phénolphtaléine comme in-
dicateur et ensuite légirecuent acidifiéc, On améne & 50 ml avec de

l'eau distillée,.

Introduire une prisc de 20 ml de cet extrait dans dcs tubes
centrifuges de 50 ml, .jouter 5 ml de 1o ccelution de chlorure ferrique,

en faisant tourncr le¢ tube pendant l'opération,

Disposer lcs tubcs dans un bain-marie bouillant avec un
petit agitateur., Chauffer 15 winutces en agitant de temps en temps
pour aider la floculation du Paytate ferrique., Refroidir ensuite les
tubce environ 20 minutes et rinccecr les agitateurs avec un pcu de HCL

a 0,6 Y.

Centrifuger 20 minutcs & une vitesse supérieure & 2000
tours/minute, Jeter le liquide surnageant et laver le précipité & la
pipette avec 5 cc 4'HC1l & 0,6 % versés a la pipette, rour le remcttre
en suspension. Rincer les parois du tube aveec 2 cc d'HC1 & 0,6 %.

Centrifuger 20 minutes & nouvezu et décanter 1lc surnageant.

Mettre le¢ précipité cen suspension dans 5 ml d'eau bouillante.
sjouter 2 ml de NaOH et chauffer 15 minutces au bain-marie bouillant,
en agitant de temps en temps, Filtrer la solution cncore chaude sur

filtre sans cendre dans un ballon de¢ 100 ml.

Laver le tube plusieurs fois avec quelgques ml d'eau dis-—

tillée bouillante et verser les eaux de lavage sur le filtre.

Le phosphore sera dosé sur une partie aliquote dc cctte so-

lution, aprés la digestion indiguée page 4.



. Nucléotides et non nucléotides solubles.

KOH 5 N.

Diéthyléther (CH, CH, OCH, CH

3 5) .

ascide formique 4 N,
Solution de formiate d'emmonium 0,8 ¥,

Dowex 1 x 4 (formiate).
b, Mé t hode de dosage

Il est préférable pour utiliser cette méthode de travailler
sur des solutions extraites par l'acide perchlorique, de préférence

[N

4 des solutions extraites par l'ccide trichloracétique.

L'extreit acide est purifié par trois extractions succes-
sives au diéthyléther & raison de 5 volumes d'éther pour un volume
d'extrait., Il est ensuite neutralisé par XO0H 5 N puis concentré sous

pression réduite & 35° C.

Apres refroidissement, l'acide perchlorique est séparé par
centrifugation et le surnageant est passé sur une colonne de résine

Dowex 1 x 4.

Les dimensions opvimum pour la colonne sont les suivantes :

hauteur : 10 cm - dicsmétre 1 cmo.

Laver la colonne & l'eau pour éluer les nucléotides avec

70 ml dlacide formigue contenant du formiate d'NH4 (0,8 M).

Le calcul de la teneur du liquide d'élution en nucléotides

- 10 -~



solubles indigqué par INGLE J. (Plant Physiology, 1964, vol., 39,
n°® 5, pp. 735=740) correspond i la formule : densité optique &

260 m/’( x 14,

. fraction acido-soluble labile

’ z

Cette fraction est généralement raoportée, & partir de

H

l'ensemble acido-soluble, & la gquantité de Phosphore dosée aprés
une hydrolyse de 7 minutes, dont on soustrait la guantité de Phos-

phore minéral déterminée selon lc¢ méthode indiquée ci-dessus,

La quantité P (., minutes) = P minérel = P labile, permet

7
d'estimer le Phosphcre ayant pour origine le groupement phosphorique
terminal de la Carboxylase et ceux des nucléosides di et triphos-

phate,
Do sage

Prélever dans un tube une partie aliquote de l'extrait so-
luble dans l'zcide trichloracétique., .Ljouter une guantité égale de
HCL 2N et chauffer au buin-marie & 100° de sorte que le liquide soit

4 édbullition exactement 7 minutes.

Doser ensuite le Phosphore suivant la méthode indiquée p.5.



B, DD T ERKIUNLTTION
DU PHOSPHOCERE LIPIDIQTUE

a, R é act if s.

Bthanol & 9509,
Mélange méthanol-chloroforme 1-1 en veclune,

Mélange éthanol-éther éthylique 2-~1 en volume,
be I é t h o d e,

Le résidu demeurant aprés 1l'élimination de l'acide tri-
chloracétique qui comporte les fractions solubles, est transféré
dans un tube centrifugeur avec 15 ml environ d'alcocl éthylique a
950,

Bien mélanger et laisser reposer environ 30 minutes puis
centrifuger, Décanter le liguide surnageant sur une fiole & distiller,
en prenant soin de n'entrafner aucune particule du culot. Ajouter
environ +5ml d'alcool éthylique & 95° et faire bouillir avec précau-
tion 30 secondes dans un bain-marie, Centrifuger une nouvelle fois.
Réunir les surnageants. Répéter l'extraction avec le mélange d'étha-
nol-éther, 30 secondes, puis avec le mélange d¢e méthanol-chloro-
forme, 30 secondes. Réunir tous les surnageants, Distiller les sol-
vants, puis entrafner la matiérc grasse restant,dans un matras avec
un peu d'alcool a 95°, Hliminer la »plus grende partie de 1'alcool,
par ébullition, scus hotte. Laver le résidu avec 1l'éther et sécher
sous vide ou & l'air pour obtenir une poudre séche sur laquelle on

pourra prélever des quantités exactement pesées.
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Effectuer une digestion suivant la méthode ci-apreés,

Digestion - Méthode géncrale,

Cette methode est valable pour la détermination du Phos-

phore lipidique et pour celle du Phosphore total,

1. Introduire une bille de verre dans le matras contenant

une quantité d'échantillon counnue, Couvrir avec un petit entonnoir.

2. Ajouter 3 ml d'acide sulfurique., Chauffer avec précau-
tion jusgqu's ce gque la matidre organique se consume, et que l'on ob-
tienne une solution homogeéne, Continuer le chauffage jusqu'id ce que

la solution homogéne prenne une coloration légérement plus claire.

3. Faire tomber sur le liquide en ébullition, une goutte

d'acide nitrique,

4, Continuer & chauffer et ajouter, dés que les vapeurs

blanches apparaissent, une nouvelle goutte de NO_H,

3
5. Poursuivre lt'oxydation progressive jusgu'ad ce que le

nélange de digestion prenne une teinte paille clair, Chauffer jusqu'a

ce qu'il devienne presque incolore, Laisser refroidir. Le liquide de-

vient incolore au cours du refroidissement,

6. Laver l'ouverture du matras avec un jet dl'eau distillée

sur l'entonnoir,

7. Reprendre 1'ébullition 3 minutes de plus pour éliminer

toutes traces de KO_H.

3

8e Transférer apres refroidissement, quantitativement en
fiole jaugée de 25 ou 50 ml. Ajuster le niveau avec de 1l'eau distdillée.

Le dosage du Phosphorec est réalisé suivant la méthode indiquée p.5s

- 13 =
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C. DETERMI ¥aTIOTN
DU PHOSPHORE NUCLETIQUE

1. DETERMINATION DE L'ADN. .
« Méthode de dosage par la Diphenylamine,
a. Ré act if s.

Diphénylamine.

Acide acétique redistill$,

Acide sulfurigue ccncentré,

4Acétaldéhyde - solution & 16 mg/litre.

fLcide perchlorique a 5 ).

Soude 0,005 M, * :

Acide dé:oxyribonucléique (thymus de veau - provenance :

Mann Research Lab, inc.).
b M é t h o d e.

Préparation de l'extrait,

Le résidu sec (II) demeurant, aprés l'extraction du Phos-

phore lipidique, est traité pendant deux périodes de 20 minutes cha-

cune, & 70° C par de 1llticide perchlorique a 5 %, Gonscrver 1lc résil
pour la Getermiration du Phogphorc protéiquc.

w0



Préparation du réactif,

Dissoudre 1,5 g de diphénylamine dans 100 ml d'acide acé-
tique redistillé, Ajouter 1,5 ml d'acide sulfurique concentré et gar-

der & l'obscurité,.
Le réactif ne doit pas prendre une teinte bleue en reposant,

Avant lt'utilisation, ajouter 0,1 nl d'acétaldehyde pour
20 ml de réactif utilisé. Mélanger 2 ml de l'extrait-ascide perchlo-
rique avec 4 ml de réactif a la diphénylamine et laisser reposer en
étuve & 30° pendant 16 & 20 heures.

H

Effectuer une mesure dc densité optique & 600 m”™ et comparer

/
aux valeurs obtenues pour une gammc étalon, Faire un blanc.

Préparation des standards,

La solution-mére est préparée en dissolvant 1'ADN dans de

la soude 0,005 M, et conservé au réfrigérateur (sol.a 0,4ng d'ADN/m1),

Les standards sont obtenus en mélangeant volume & volume
la solution-mére 4DN ¢t de l'acide perchlorique & 10 %, le mélange
est chauffé & T0° C pendant environ 40 minutes. La conservation des

standards se fait en réfrigératcur,

La gamme étalon est préporée par dilution de la solution

standard avec de l'.icide perchlorique & 5 %.
« Méthode 4 la p-Nitrophénylhydrazine,

a., R é act i f s,

- 16 -~



p-iditrophénylhydrazine - solution & 0,5 % duns 1'éthanol,

Acide trichloracétigue i1 5 %,

Acétate de Butyle I,

Soude 2 N,

Acide désoxyribonucléique (thymus de veau - provenance
).

Mann Resecrch Lab. ince.
b. 34 t hod e,

On effectue le dosage sur une partic de poids connu du ré-
O

sidu sec demeurant aprés l'extraction du Phosphore lipidique.

On opére 1'hydrolyse dans des tubes centrifuges coniques de
15 ml en présence de 3 ml d'icide trichloracdétique & 5 %. L'orifice
du tube est bouché par un pantin afin de limiter lc plus possible les
pertes par évaporation.

La suspension est chaufféc pendant 30 minutes au baln-~marie
4 90-100°, Aprés refroidissement, ajouter & nouveau 3 ml d'icide tri-
chloracétique & 5 % et centrifuger. Le culot sera conservé pour la

détermination du Phosphore protéigue.

Prélever 2 ml du liguide d'hydrolyse dans un tube de cen-
trifugeur de 15 ml, Effectuer la m8me opération avec 2 ml de la solu-
tion standard d'.DN contenant 1004”d'ADN que l'on aura hydrolysécdnns
les m&mes conditions.(Préparcr siéultanémont un blanc avec 4 ml d'..TC
4 5 %.)a chacun des tubes, ajouter 2 ml d'acide trichloracétique i
5 % et 0,2 ml du réactif & la p-Nitrophénylhydrazine & 0,5 %, fra?-
chement préparé. Chauffer au bain-marie & 90-100°, en prenant soin
de limiter 1'évapor:tion, pendant 15 minutes. Aprés refroidissement,

ajouter 10 ml d'icétate de Butyle N dans chaque tube.
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Boucher les tubes el les agiter 5 ninutex, vuls centrifuger pour
achever la séparation des couches organigues et aqueuses, Retirer
la plus grande partie de la couche organique., Pipeter ensuite 3 ml
de la phase agqueuse dans une fiole jaugzée dc¢ 5 ml bouchde en verre,
Vérifier gqu'aucune gouttelette organique nta été entrafnée, Ajouter
alors, juste avaat de colorimétrer, 1 ml de NaOH 2N et coumpléter a

volume avec de l'eau distillée et agiter.,

La couleur développée par ltadlition de NaOH p2lit tres
reapidement, si bien que la lecture doit 8tre faite dans la minvte
gui suit cette addition. Les densités optiques sont mesurées &
560 mH4 avec un blanc d'eau distillée, Colorimétrer les standards exrac-

tement dans les mBmes conditions, (lio%:z 1)

Préparation des solutions standards d'ADN,

Mettre dans une fiole jaugée de 50 ml, 25 mg 4'ADN
(Thymus de veau). Ajouter 40 ml d'icide trichloracétique & 5 %,
Couvrir et chauffer pendant 30 minutes dans un bain-marie a 90-100°,
Refroidir puis amener & voluue avec de 1'ATC & 5 %. Des standards de
concentration plus basse sont prépards par la dilution appropriéec de

la solution avec dge 1'ATC & 5 %. (tote 2)

Not e2: Si 1la dissolution de 1'4iDN dans l'acide trichloracé=~
tique 2 5 % ntest pas totole, on peut opérer une so-—
lution préalable dans la soude 0,005 M.
A partir de cette solution, les gammes sont établies
par une dilution convenable., On ajoute alors & un vo-
lume choisi de solution-mére, un volume égal d'aTC
4 10 % et on chauffa 30 wminutes & 90~100°,

oI UG eoUre & 560m’; doit Bixe dAbé~-

terminé ovee pricisior ot 8irc toujours lo m€me, y con-

pric pour lcs standards.

ot .1l s Lo temps roguis “ovr chacu
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2., DETERMINLTION DE L'4RN

Si la méthode deécrite ici ne présente pas la précision de
celle consistant a4 chromatographier les nucléotides aprés hydrolyse,
puis & mesurer leur densité optique & 260 mY, elle est susceptible
d'8tre toutefois commodément utilisée dans des déterminations de
routine. Il est nécessaire de disposer d'un spectrophotométre & ul-

trae-violet, pour des mesures de densité optique & 260 m# .
. Dosage par spectrophotondtrie dans l'ultra-violet.
a. R é ac t il s,

KOH 0,3 N.

012 Mg 0,006 M,

Ethanol & 95 %.

Na C1 0,01 H,

Solution HCl-NaCl-tampon (5,6 g NaCl + 20 ml HC1l conc.
pour 240 nl d'eau distillés),

s

b M et hod e,

Déposer 20 mg de l'extrait sec (Résidu II) dans un tube de
centrifugeur avec 1 ml de KOH 0,3 N. Laisscr reposer pendant 18 heures
a 1'étuve & %37° C puis refroidir le tube dans de 1l'eau glacée, Ljouter
ensuite la solution de 012 Mg Jjusqu'id une concentration en Mg égale
a 10—3M.

acidifier avec de 1l'ocide perchlorique dilué jusqu'ad appro-

ximativement pH 2. ajouter un volume d'éthanol & 95°,
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Laisser le mélange rcposer 20 minutcs & 0° puis centrifu-
gor et décanter en conservant le surnageant, Laver le résidu avec
de ltacide perchlorique & 1 %, glacé, et Jjoindre le liguide de rin-
cage au surnageant. Jeter lc résidu gui contient des protéines et de
1'.DN. Ajuster le liguide & pH 8 avec la solution de Potasse ailuéc.
jusgu'a formation d'un nrécipitd qu'on sépare par centrifugation.
Conserver le surnageant, Lover lo précipits & 1'cou froide. Joinmdre lor
ringagcce 2u curnoieont.
c, Prédparation de 1la résilmne
¢ changeuse d°'iomns

o

Réactifs.

Résine DOWEX 1 x 10 forme Cl = 200 - 400 mesh.

Colonne de 5 cm de longueur sur 0,5 cm.2
HC1 N
HaOH ou NH,0H H

4

Traitement.

La résine doit 8tre traitée successivement par de 1'HC1l W,
de lt'eau distidlée, dc 1o NaOH ou de 1'NH4OH N, puis & nouveau de
l'cau distillée, La résine nc doit rester gue gquelques instants au
contact de 1'HC1l et dc l'NH4OH, tandis que les ringages intermé-
diaires & l'eau doivent @tre plus prolongés et évacués avec précau-
tion. Traiter & nouveau la résine par 1'HCL N en l's~zitant guelques

sccondes dans l'acide,

Dés que la sédimentation s'opere décanter le liquide qui
entratne les plus fines particules, Répéter plusieurs fois le lavage

4 lteau distillée. Décanter,



Remettre 4 nouveau la résinc cn suspension dans lleau
et la laisser se stabiliscy, par zgravité, Evacucr 1iteau avec pré-
caution. Rcnovvelcer le traitcument une seconde fois., Le ringuge fi-
nal doit fourair un liquide neutre, #jouter de la résine jusgu'a ce

gue la colonne atteigne la hautcur désirée.

de Do s 2 g c.

Faire passer lc liquide surnageant yosultont des
centrifugationg sur la résine ol les nucléotides seront rc-
tenus,

ajouter une solution de NaCl 0,0t M pour laver la colonnc
et jeter. Eluer les nucléotides par la solution NaCl - HCl. Prélecver
40 ml d'éluat, puis des fractions successives de 5 ml jusqu'a ce que
la D,0, soit nulle & 260 mA . Le blanc est mesuréd sur la solution
HC1l - NacCl. ’

La tcocneur en ARN est estimée sur la base d'une structure
tétranucléotide theorigue.

D.0. (2 260 m/M) x 32 =?(ARN/ml

Dosage de aRN par la détcrmination du Ribose.

Ces méthodes de dosage peuvent conduire & des reégultats

inexacts dans lc cas ou le proccecssus de purification ne serait pas

complet.



I &2re me thode

Réactif : Solution d'Orcinol a 0,4 % dans HC1l 12 ¥ comportant 0,04 %

de ClBFe.

S

Dosage ¢t Mettrc dans un tube a csgsais une prise de 0,2 ml de la so-
lution & doser, dans 1 ml d'esu distillée. Ljouter 2 ml de
la solution d!'Orcinol, fraichement préparée,

.agiter les tubes, les couvrir puis les laisser sur un bain-
marie bouillant pendant 15 minutes. Les retirer et attendre
7 b 8 minutecs avant de lire les densités optigues & 660 mA
Faire un blanc. Etclonner par les solutions standards (vdir

page suivante : 24),

2 éme mé t hode
Réactif

Composition des constituants

(1) solution aqueuse d’'Orcinol & 1 % (& conserver au réfri-
gérateur),
(2) HC1 concentré.

(3) Solution agqueuse de¢ FeCl 6 H,O0 & 10 %,

37 2
Préparation du réactif

Mélanger : 10 ml de (1).
40 ml de (2).
1 ml de (3).

- 2% =



Dosage :

4

4 une prise de 0,2 ml de la solution & dosecr, ajouter 2 ml
de réactif, dans des tubes & essais. wgiter, couvrir puis chauffer

8 minutes environ au bain-marie bouillant,

isser refroidir puis lire les densités optiques (filtre

s}

La
rouge). Comparer & des standards préparés comme il est indiqué ci=-

apres,

Préparation des standards : Purification de 1'.4iRN de levure,

On peut utiliscr comme standard le d. Ribose ou 1'.RN de

levure (provenance ¢ British Drughousc distribud par SERLABO).
La levure est alors purifiée de la fagon suivante :

Mettre en suspension 10 g d'iRN de levure dans 5C ml dteau

distillée. Refroidir dans un bain glacé jusqu'ad environ 2°,

Ajouter lentement une solution de NaOH 5 N, jusqu'a clari-

fication du liquide,

Veiller & ce que le mélange demeure froid et & ce que le
pH ne dépasse pas 6.

Mesurer le volume, puis lui ajouter 5 fois sa valeur d'a-
cide acétique glacial, Laisser reposer une dizaine de minutes & la

température ambiante.

La levure reprécipitée par l'acide acétique est filtrde
sous vide, puis lavée 2 & 3 fois & l'eau et 3 &4 4 fois & 1l'alcool
a 95°. Le precipité est remis en suspension, puis & nouveau filtré

et traité une seconde fois et finalement rincé &4 1'éther.



Lie laiscer séchor cnguite & 1'air.

z o

L'hydrolyse est opéréc sur cette peoudre, dang des conditione iden-

tiques & celles indiquécs pour 1l'échantillen.

On pecut vérifie:r 1l¢ coefTicient dc pureté de 1'.E de levurc par
une détermination du ribescy, en utilisont pour stendord du d-ribosc pur.
La proportion théoriguc de d-rivose réagiscant & l'orcinel, & partir de
1YEY de levure cst théorigucnment d'inviron 23,4 % (il s'agit essenticllo-
ment des Pentosesg—purines nucléotides, soit cnviron lao moitié deg Pentoses
totaux cor les Ponteses—pyrimidigues nucléotideg nc donnent pas de »éaction

3 1l'orcinol,)
Le calcul du pourcentage d'.1N donnc @

guantite de ribose retrouviéc aprés la purification
23,4

% LRI = x 100

Calcul du P- R et du P-DN..

Le phosphorc nucléique est calculé d'oprés les proportions théo-
riques de P dens chacun deg acidces nucléiquen, soit 9,42 % dans 11400 ot

9 9% dans 1'iR

- 25 =
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T PHOCSPHOLE PLOTEIQUEL

aprés llextr ction oo acides nucléioues ost

T 1
traité par 1'a0H I, penucnt 30 ninutes & 100° Lour cxitrairc lec protéincs.

e Oix peut déterminer zur L'cistreoit lernlin 1tizete tot2l por Kjchldall
P

¢t en didulre la tencur en prodtéincs dlopreés 1o formule ¢
tencur on protéineg = Azote totzl x 6,25

o On pout cgelcment, cur 1l'cxtreit alcelin, cffectuer unc colorimé-

trie, on utilis:nt lo réactif 2u Phénol do Folin.

« On pevt enfii réolicor le cosa.e de P sur llextrait, aprés diges—

tion (voir pages 4 et 5).

o Lo troitcnent & leo soude peut, dons cextoains casy, ne pas donner

une extraction quantit.tive. On nout alors 8tic amené & effcctuer sur le ri-
sidu unc windrelisction, puis lc dosare du Phosvhore (voir digestion pe 13 c3%
ttre

age de 1'Azotc pretéiguc nout 8tre Ezalement fait sux

dosagsc P 5). Le &

og
unce partie du risidu.

Lc dosagce du Phosphore totnl cet réelind sur la poudre végdltelce
lyophilicgéee, aprés digention, =oit suiv it le néilhodoe indiquée ci-descus

-

page 5, soit selon la méthode coloriiiétricus an vanedo-molybdotc.

- 27 ~
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