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Détermination de la nature des hémoglobines
chez 982 bovins africains et malgaches
(faurins et zébus)
par électrophorése sur acétate de cellulose

par J. P. PETIT avec la Celiaboration fechnique de P. BILLARD
Laboraioire de BICCHIMIE [ E. M. V. T.

RESUME

La méthode décrite permet d'utiliser des échantillens de sang total prélevés
facilement ef se conservant bien, irés (oin du lieu ob 1ls sont recueillis, pour
déterminer la nature des hémoglobines bovines. Aprés description du profocole
d'élecirophorese sur acétate de cellulose, les résultats obtenus chez 982 bovins
sont discutés avec leur inferprétation stafistique pour les 7 races bovines afri-
caines ef malgaches présentées. La fréquence des génes A ef B de 'hémoglobine
a été calculée pour chaque race, I'indication de ses limites de confiance permet-

tant une généralisation des résultals,

INTRODUCTION

Le laboratoire ayant entrepris |'étude biochi-
mique des raisons de la frypanofoiérance par
comparaison des caractéristiques sanguines de
taurins (N'Damna) el de zébus (Gobra) a éie
amené & déterminer si des différences existaient
dans la nature des hémoglobines. On a choisi
['électrophorése de zone sur acétaie de cellulose
qui permet de fagon simple d’excellentes sépa-
rations de protéines pourvu qu'on se tienne d des
données rigoureusement définies. L'utilisation
d’une cuve peu onéreuse facilite grandement la
prafique des migrations et permet nofamment
une détermination élégante des groupes d'hémo-
globine rencontrés chez un animal.

Le support de la migration, en acétate de
cellulose, était relativement peu utilisé en raison
de son prix. Son calf vient récemment de baisser
de moitié permettant ainsi son emploi beaucoup
pius large dans les laboratoires qu'ils soient de
recherche ou d'analyse courante,

Le laboratoire de biochimie de I'l. E. M. V. T,
propose une méthode simple dans sa mise en
ceuvre depuis la récolte de I'échaniillon jusqu’a
la détermination des hémoglobines caractéris-
fiques d'un bovin, méthode applicable quel que
soit 'éloignement entre le lieu o0 se frouve
I'animal et le lcboratoire d'analyse, Elle a été
mise au point pour déterminer rapidement le
nombre et la nature des hémoglobines contenues
dans les hématies de certaines races de bovins
africains, Cette premiére étape est doncessen-
fiellement qualifative et elle a pour point de
départ des échantillons de sang iotal recueillis
sur papier filtre ; l'acélate de cellulose utilisée
selon les modalités décrites ici, permetfant de
déterminer la nature des hémoglobines malgré
la présence des protéines plasmatiques.

|. — PRELEVEMENTS

Les électrophoréses ont éié effectuées en France
tandis que les prélévements étaient réalisés en
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brousse par les sains d'équipes en lidison avec
le laboratoire et selon une technique analague
pour toutes les régions. Le sang était récolté
a l'oreille sur papier filtre Whatman 3 MM
découpé préalablement au laborafoire, I'ldenti-
fication de 'animal se faisant directement sur
te méme papier av moment du prélévement.
il est indispensable de ne pas rassembler les
papiers filfre dans leur bofte de plastique avant
qu’ils ne soient hien secs. La conservation des
boftes, hermétiquement closes, sans réfrigéra-
teur, laisse un délai d'un mois avant que les
échantillons ne solent devenus inuiilisables, En
les mettant auv réfrigérateur chague fois quil est
possible on peut considérablement allonger
ce délai, el le porter a deux mois, pourvy que
dés l'arrivée au loboratoire on conserve les
boites, toujours closes, &4 — 30 oC.

Des études sont poursuivies pour déterminer
la durée exacte d'utilisation possible.

ll. — TECHNIQUE

Elle a d'abord é1¢ mise au point pour des
électrophoréses de méthémoglobine alcaline
purifie detelle sorte que les impuretés protéiques
soienf inférieures a 2 p. 1.000. Puis on a comparé
les résuliats obtenus avec des échantillons pro-
venant de sang total recueilli sur papier filtre.

a} Influence du liev de dépét.

Les migrations de méthémoglobines purifiées
sont excellentes quel que soit le lieu de dépdt
des échantillons (fig. 1) et on peut considérer
qu'en se trouve dans des condifions encore
meilleures que lors de I'utilisation d’hémolysats
frals car alors le taux de méthémoglobine est
variable dans I'échanfillon et pourrait en
imposer pour un nouveau lype d’hémoglobine.
A cause de ['interférence des protéines plasma-
tiques, la différenciation des deux hémoglobines
A et B est meilleure quand le dépét est fait av
1/3 de la bande vers la cathode lors de 'utilisa-
tion d'échaniillons non purifiés, recueillis sur
papier filtre (fig. 2).

b) Solution tampon.

C'est du véronal & pH 8,70 of de force ionique
0,09.

Véronal acide ............. ... 2,76g
Véronal sadique ....... ... 15,40 g
Eau déminéralisée .............. 1T

Pour obtenir exactement ce résultat il est
important de n'effectuer les pesées qu'a poids
constant. Cette solution est a utiliser fraiche,
mals on peut la conserver 5 jours & 4 4ol

¢) Manipulations.

1o Préparation des bandes d’acéfate.

1. Humdification.

Prendre chaque exirémité de la bande
(20 x150) avec des pinces en la maintenant légé-
rement courbe et poser la partie basse sur fa
solution tampon contenue dans une cuve peu
profonde. Laisser retomber doucement les extré-
mités afin de ne pas empriscnner de bulles d'air.
Aprés son humidification compléte (10 mn),
F'immerger foralement dans la salution tampon.
Retfirer l'excés de tampen en plagant la bande
entre deux fevilles de buvard (aucun excés de
tampon ne doit rester & la surface).

2. Dépét des bandes dans fa cuve.

Dans chaque compartiment de la cuve (*) on
met 500 ml de tampon. On dépose & cheval sur
une des bagueltes de verre qui sert & la tension
de I'acétate, un morceau de papier filire What-
man n? 1 qui est utilisé comme pont électrique
en trempant largement dans le tampon et par
son contaci avec la bande d'acétate. On écono-
mise ainsi sur la lengueur de la bande d’acétate,
gu'on tend en la serrant entre deux baguettes
de verre mainfenues par un crochet attaché a
I'extrémité d'un élastique fixé & la cuve, Dimen-
sions du papier Whatman : 195 ¢ 35 mm. On
immerge le papier filtre sur 2,3 mm dans le
fampon.

20 Dépsdt de I'échantilion.

Al'aided'une micropipette (¥%), d'un microlitre,
on dépose cefte quantité d'vne solution d'héma-
globine a 2 g p. 10C au 1/3 de la longueur de la
bande du c&té de la cathode. L'échantillon doit
&tre réguliegrement réparti sur une largeur
d'enviren 8 mm pour une largeur de la bande

{*) Apelab 4 Bagneux,
(*¥) Pederson.
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fien, en élimine au maximum les interférences dues aux protéines plasmatiques (bande X).
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d'acétate de 20 mm. On doit prendre un scin
particulier pour effectuer ce dépét afin de ne pas
altérer la surface de I'acétate et d'obtenir un
mouvemnent extrémemen? régulier de la main
pour que le dépdt soit homogéne sur foute sa
largeur. Il est nécessaire de souffler dans la
pipette pour bien la vider mais il faut éviter la
formation de toute bulle d'air & la surface de
['acétate. La solution d’hémoglobine & enviren
2 g p. 100 est préparée en éluvant 3 cm? de papier
filtre imbibé de sang séché dans 0,20 4 0,25 ml
de tampon de migration. Le volume varie selon
I'appréciation que l'on fait de la guantité de
sang déposée sur le papier filire. Les 3 cm?
sont finement découpés avant I"élution qui dure
au moins une heure.

30 Données de I'élecfrophorése.

Le voltage aux bornes des bandes est de 240V,
soit 16 Vfcm, Durée 1 hevre. La cuve est placée
av réfrigérateur pendant toute la durée de la
migration, l'ampérage est de 11 mA pour
8 bandes 20 x 150 mm. Avec¢ ces données, la
condensation qui se produit sur le couvercle de
la cuve n'est pag suffisante paur que des gouttes
fombent sur I'acétate et perfurbent les migra-
tions.

d) Interprétations.

1o Coloration.

Les bandes sont placées 10 mn dans une solu-
tion colorante en évitant que |"4chantillon touche
un objet.

Ponceau S colorant . .......... 024g
Acide trichloracétique ..... .. ... 30g
HOdistillée ...t 100 mi

Les bandes sont décolorées avec CHyCOOH
glacial 5 p. 100 jusqu’a apparition de la surface
blanche de 1'acérate. Pendant toutes ces opéra-
Hons les bandes sont dans un bac soumis 4 une
agitation constante par balancement, un cycle
dure 30 secondes.

2¢ Diaphanisation.

On éponge |'excés d'acide acétique puis on
plonge les bandes dans une solution d'dlcool &
95 p. 100. Agiter pendant 1 mn puis bien essarer.

Placer chaque bande sur une plaque de verre un
peu plus large que la bande et mettre la plaque
dans la solution de diaphanisation 3 & 4 mn
(vérifier que la bande ne s'abime pas).

p. 100 en volume

Cyclohexanone ..............
Ethanol a 95 p. 100

Faire partir I'excés de solution avec un agita-
teur entouré d'un tuyau en cooutchouc {ce qui
empéche la formation des bulles d'air}. Laisser
sécher |a bande & I'air libre cu & {"étuve & 1000
pendant 5 4 10 mn.

Ces bandes peuvent ensujfe &tre passées a
I'intégrateur.

3¢ Elution.

Pour une appréciation quantitative, aprés
ringage avec CHyCOOH, on fait sécher la
bande entre 2 feuilles de papier buvard. On
coupe chaque fraction colorée 4 mi-chemin eptre
les fractionnements. On coupe une surface ana-
logue qui n'est pas colorée pour servir de
t€moin. On place chacun de ces morceaux dans
des tubes différents confenant un volume iden-
tique de NaOH 0,1 N ; en général 2 ml suffisent
(ne pas dépasser 5 mi).

On agite le fube de fagon intermittente jusqu'a
extraction totale du colorant.

Ajauter une goutte de CHyCOOH cencentré
par ml d'éluat de fagon 4 ce que la coloration
passe du pourpre au rose.

On passe les éluals dans des semi-microcu-
vettes et on mesure la densité optique & 540 mu
{pour le rouge ponceau),

lll, — RESULTATS

l.es premiers essais ont été réalisés sur les
animaux d'un élevage frangais de race Montbé-
liarde parficvlierement pure, pour vérifier la
valeur de la méthode. Ces hémoglobines ont été
déterminées en méme temps par électrophorése
en gel de palyacrylamide et les résultats ont
toujours été concordants avec ceux obtenus sur
acétaie de cellulose.

L'ensemble des déterminations figure dans le
tableau | ; il représente le typage de I'hémoglo-
bine chez 1.098 bovins.
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TABLEAU N°I

Détermination de la nature des hémoglobines chez guelques races bovines
africaines et fréquence correspondante des génotypes

Nature des himoglobines Fréquence des pénotypes
& & Ll
Raceas Localisatrion N déterminées d'hémoglobine correspondantsg
A 4 et B B AA AB BB
Monthéliarde France 107 104 3 a 97,2 p.loo 2,8 p.100 0 p.l0D
Bouald " " n
N'dama, Cote d'Ivoire] =9 18 : i 30 3 3
Gebon 51 51 o} 4] 100 " c " o] "
P Kianjasca " n n
Rénitela Madagascar 299 168 110 21 56,19 36,79 7,02
Zéhn Dara [ "
Cobra Sénégal 35 14 21 Q 40 60 Q "
Zéhny Kianjasoca " "
Brahman Madagascar A2 8 2L 13 13 50 i !
Z&bu Madagascer | 226 36 99 91 | 15,93 * 43,80 " 40,27 "
malgache ? ’ ?
ZEébu Bambari
soudan R.C.A 63 27 32 B8 40,30 " 47,76 " 11,94 "
Zébu Bambari .
borora R.C.A. 242 97 105 40 50,08 " 43,39 " 16,53 "~

V. — DISCUSSICON

La valeur technique de ces résultats est indi-
quée par les figures 3 et 4 qui montreni en parti-
culier la régularité de la migration des hémaoglo-
bines A et B d'une part et leur parfaite identité
d’une race a |'auvtre et de taurin & zébu, ceci
que I'hémoglobine soit pure ou mélangée au
plasma.

Sur la figure 4 on peut voir la migration d’un
mélange de méthémoglobine d'un taurin N'Dama
AB et d'un zébu Gobra AB, migration qui a le
méme gspect que celle d'échaniillons provenant
d’un seul animal de génotype AB pour I'hémo-
globine.

La valeur de ces résultats, quant a leur inter-
prétation, dépend évidemment de I'imporfance
de ['échantillonnage dans chaque race. Les
intervalles de confiance & 5 p. 100, de la fré-
quence des génotypes d"hémoglobine sont réunis
pour chaque race dans le tableau (I

La lecture des deux premiers tableaux
indique qu'en premiére approximation on
trouve plus d'hémoglobine B chez les zébus que

chez les taurins dans le cadre strict de cefte
enquéte. D'un point de vue génétique, il est
intéressant de calculer les fréquences correspon-
dani aux génes hémeglobine A et B pour pouvolr
les comparer aux chiffres déja cannus et publiés
(tableau II1}).

La rareté de I'hémoglobine B chez les N'Dama
ef son absence chez les Gobra méritent de retenir
'aftention car chez toutes les autres races
africaines et malgaches mentionnées ici ce n'est
pas le cas. Les quelques rares N'Dama possé-
dant une hémoglobine B pourraient en hériter
d'ancétres possédani du sang d'imporiation
(lersey).

La pleine validité des intervalles de confiance
indiqués repose sur le choix au hasard des
animaux dont les échaniillons nous parviennent,
choix effectué parmi des populations trés vastes,
I'échantillon restant petit par rapport a ces
populations. Cette derniére condition est par-
faitement vérifiée, seul le choix n'est pas entié-
rement au hasard, il est orienté par ies possibi-
lités de prélévemenis renconfrés sur place.
Mais ces contingences, si elles doivent étre
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TABLEAU N°II

Intervalles de confiance 4 5p.100 des pourcentages de chague
génotype d'hémoglobine selon les races &tudiges

Intervalle de confiaznce du pourcentape
Baces des génotypes <'hémoglebine H
AA AB BB
Montb&liarde 89p.100-96p.100 | 2p.100-1lp.100 107
N' dama 50 " =99 M o " o-2,7" 0Op.100- 2,7p.100 71
Renitelo 45 " -57 " 32 " 43 0T 7 0" 14 " 2995
Zébu Gobra 24 " -58 " 42 " 76 ™ 35
Z&bu Brahman 9 v 235 3 " 66 M 17 " =47 " 42
Z&bu malgache L 1 I 35 " -52 ¢ a3 " =s7 " 226
2&bu soudan 28 " 52 " 33 " .57 0™ 5 " =20 ™ 67
ZEbu bororo 34 M -4 " 3 " -51 " o " -20 " 242
TABLEAU R°IIX
Fréquence des gines correspondant 3 1‘hémoglobine A et B dans les
Bchantiilons des races étudifes avec leur intervalle de confiance 3 5p.100
Dans les échantillons &tudids
Races
Fréquence du giéne de 1'hémoglobine
A B
Montbé&liarde 1+ 0,04 0,014 + 0,05
N'dama 0,979 + 0,04 0,024 + 0,05
Rénitelo 0,696 + 0,06 0,240 + 0,05
Zébu Bobra 0,700 + 0,160 0,300 + 0,160
Zé&bu Brehman 0,440 + 0,120 0,560 + 0,150
Z&bu malgache 0,378 + 0,045 0,622 + 0,070
Z&bu soudan 0,642 + 0,120 0,358 + 0,120
Zébu bororo 0,617 + 0,07 0,383 + 0,07
signalées n'orientent pas systématiquement le | avec lous les autres caractéres, ils doivent

choix de fel ou tel animal, comme le ferait le
fait de ne retenir que ceux qui se laissent facile-
ment attraper, etc... ef donc ne biaisent pas les
échantillons. Enfin, les petits pourcentages sant
entachés d'une relativement trop grande erreur
pour constituer des normes & retenir.

V. — CONCLUSIONS

Ces résultats ne sont qu'une contribution a la
détermination biechimique des races. Groupes

permetire aux zootechniciens d’étudier plus
facilement les races pures et leurs croisements
et également de rechercher des relations entre
races différentes par des caractéres biochi-
miques Ccommuns.
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SUMMARY

Determination of the nature of the haemoglobins in 982 African and Malagasy
cattle (tavrines and zebus) by electrophoresis on cellulose acetate

Samples of tofal blood removed easily and with a good conservation state
far from the place where they were collected, are used to determine the nature
of cattle haemeglobins. After the description of profocol of electro-phoresis an
cellulose acetate, the results obtained in 982 catile are discussed in the light
of their statistical interpretation, for the 7 African and Malagasy cattle breeds,
The frequency of the gens A and B of haemoglobine has been evaluated for
each breed ; a generalization of results has been made possible by the indication
of their reliance limits.

RESUMEN

Determinacién de la natura de las hemoglobinas en 982 bovinos africanos y
malgachos (faurinos y cebues) mediante electroforesis
sobre acelato de celulosa

El métode descritc permite utilizar muesiras de sangre total, facilmente
tornadas e ya conservandose muy lejos del sitio donde se recogen, para deter-
minar la natura de las hemoglobinas bovinas. Después de la descripeidn del
procese de electroforesis sobre acetato de celulesq, se discuten los resultados
abtenidos en 982 bovinas can su interpretacidn estadfstica para las 7 razas
bovinas ¥ malgachas representadas, Se calcula la frecuencia de los genos Ay B
de la hemogiobina para cada raza, permitiendo una generalizacion de los
resultados sus limites de aseguramiento.
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