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INTRODUCTION

Les Strongles gastro-intestinaux parasites des ruminants,

provoquent et les cofits vétérinaires qu'ils induisent, sont une réel

Le développement de la résistance aux anthelmintiques rend
connaissances sur la résistance des ruminants & ces infestations.

‘Devant. cette nécessité, le CIRAD-EMVT e I'INRA, enc

le CIRDES, ont initié un programme de recherche intitulé:
MILIH

INTESTINALES DES PETITS RUMINANTS EN
GENETIQUE ET MILIEU D'INFESTATION".

C'est dans ce cadre que je viens d'effectuer un stage prat

pat les pertes de production qu'ils
e préoccupation pour les éeveurs.
écessaire I'approfondissement des

llaboration avec 'ILCA, I'ISRA et
"STRONGYLOSES GASTRO-
U TROPICAL: RESISTANCE

ue aux techniques d'extraction et

i
de diagnose de larves infestantes de Stronglesa partird'échamilglons d'herbe et aux techniques de

caactérisation enzymatique de nématodes.

Le dage Sest déroulé a la dation de Pathologie aviaire e
Tours-Nouzilly), sous la direction du docteur J CABARET.

» Notre séjour & 'Unité d'Ecologie parasitaire

expérimentaes).

nous a p
intérét les techniques parasitologiques utilisées ( copro

Parasitologie de 'TNRA (Centrede

prinis entre autres de suivre avec
ogie, coproculture, infestations
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I - EXTRACTION ET DIAGNOSE DE
PARTIR D'ECHANTILLONS D'HERBE

- Bacs rectangulaires(60x40x20cm) munis de cadre gnllage
- Balance sensible

-Centrifugeuse a étoiles

-Etuve

-Sachets plastiques pour prélevements d'herbe

-Sulfate de magnésium

-Tamis(250 et 20p)

A L'ECHANTILLONNAGE

Comme tout probléeme d'echantillonnage, le premier point ¢

Yon se fixe afin d'organiser au mieux la méthode. Les criteres de
dependent en grande partie des caractéristiques de la région étudi
d'élevage pratique.

1~ Dates ot rythmicite des prélévements

Dans le cas des études de dynamique de populations de

LARVES INFES]

FANTES DE STRONGLES A

onsiste & bien définir I'objectif que
choix sont de plusieurs natures et
be, du type de paturage et du type

larves infestantes, le rythme d'up

prelevement tous les 15 jours est préconisé. Un prelevement par mois atténue énormément les

variations enregistrées.  Ce rythme peut étre module selon les

saison seche, le nombre de prelevement peut €tre plus ¢€leve ay

saison des pluies.
2~ Principes et dimensions de 'échantillon

Avant d'entreprendre un prelevement. 31 faut bien ave

échantillonner: la population de larves infestantes accessible a
présentes sur lensemble de la parcelle. On Texprime et géneral

L'¢chantillonnage sera d'autant plus precis que les prélevement

restreinte el dispersés sur Pensemble de la parcelle

Lorsque la parcelie ¢
dit en grappe. a deux miveaux. On va définir des surfaces plus re
situges de fagon a tenir compie de V'

i
ou d'abreuvoirs, végetation}

Le prélevement elémeniaire esl constitue par une pncee
base que possible. a la main entre le pouce et index ou 4 Nade d't
est tres dure

Le nombre de préfévement est fixé a 400,
- 'opérateur préleve guatre pimcées autour de 100 points(il est
que Jusqu'a 4003,

- Ces 100 pomts sont répartis sur ensemble de Ia parcelle afi
tarves valable pour Yensemble de la parcelle. Cela signilie que [

lépasse plusieurs ha, 1l devient nécess

hetérogéndite eventuelle de 1

baisuns: nul ou espacé pendant la
Ix pérodes critiques telles que la

it a lesprit ce que lon désire
'animal, c'est & dire sur Therbe,
en nombre de Ly par kg dherbe
s seront nombreux de dimension

aire d'effectuer un échantillonnage
treintes, de végetation homogéne,
| parcelle(relief, localisation d'abris

dherbe, prélevée aussi prés de la
n instrument daos le cas o Therbe

plus facile de compter jusqu'a 100

n d'avoir une densité moyenne de
ppérateur véniie qu'il a couvert le

quart de la superticie lorsqu'l a préleve autour de 25 points, fa moitie de la superficie lorsqu'il en est

asl.
- La quantité d'herbe recoltee est de lordre de 300 3 500 ¢

- Lajustement du poids{ 300 g S04} de Pechanullon se fail sur le
pincée et non pas sur le nombre de pincées.

rombre de brins d'herbe de chaque




3- Piaturages a bovins

Dans les palurages a bovins. la distribution des larves inf
des bouses. Dans de nombreux cas, les bouses ou les touffes d'hey
éléments aisément repérables sur le tercain. 1 devient alors possib
en tenant compte de ces eléments, le maximum de larves observéd

qui entourent les bouses(GRUNER et SAUVE, 1982).
GRUNER et RAYNAUD(1982) proposent un double

bouses afin de disposer d'une

d'herbe. Il est constitue

- d'une série de prélevement dans les 5 a 10

réparties sur toute la parcelle, totalisant 300 a 500g d'herbe;

- d'une série de prélevement a au moins 1m des bouses: 4 pincées

Un seul opéraleur tenant deux sachets plastiques effectue

prelévements. Un principe consiste a éviter les bouses tres frai

autour ne porte toujours pas de Jarve)
4 - Paturuges a ovins

La grande dlxpersmn des matiéres fécales, leur faible
gue les prélevements des 4
dispersés sur P'ensemble de

400 pincees sont effectues selon le pri
la parcelle.

Dans oo certain nombre de cas, 'échantillonnage des
paturage aide a 'appreciation de fa charge parasitaire. Le prélév
autour de 100 pomts permet d'estimer la population de larves,)
(matiére seche) Dans les milieux chauds et secs, relativement
Fherbe. Par contre elles peuvent ¢tre presentes d ans les
favorables pour migrer Leur estimation renseigne sur linfestivité

AN

8- Etude de la dispani?)ilité en herbe et de 'hum

Independamme d >5 400 pin
de terram, situg de h feniy
du sol, a aide d'une mndeum [

es prefevees sur Pensemble

¢ de

1 ?

i
co
he

[m‘; {e i n:m-i. wrmettra dlectimer 1o dicnomhilité de Ia nares
de cette he
poids frais - pdi
My o o
F ) . -
potds trais
B DENTRACTION RS TARVT
Apres pesée. les echantillons dherbe sont sounus a un tres
tamisage
i- ’f‘rempage
Dans des bacs rectangulares, contenant 33 & 40 itres d'ead

iwon 80, ﬂcz'hc esl unmiergée of agitée muanuellement au coury
Au heut de 24 heures de i*"empafm le cadre grillage placé aupar
est releve, Therbe ceoutte auclgues ninutes. puis mise a sécher e

Y

v

- Famisuge

o
3

cau de trempage est versée sur un double tanus (250 et 2
fe ldmss fin. Ces larves sont diludes avee 50 a4 160 ml d'eau puis ¢

valeur maximale et dune valew

em autour des bous

visibilité

matier]

heterogengiié évent
bc pz‘éievée est pescée (poids

istantes de Strongles est lige a celle
be qui les entourent{refus) sont des
le de concevoir yp échantillonnage
s étant des les premiers centimetres

¢chantillonnage, prés et loin des
minimale de nombre de Ly / kg

es: 4 pincees autour de 100 bouses

autour de 100 bouses.
simultanément les deux séries de
ches lors des prélévements ('herbe

¢ au sein de la végetation. font
heipe géndral, autour de 100 points

matieres fecales présentes sur le
ement de quelques crottes (3 a4 )
exprimée alors en L/ g de féces
peu de larves sont denombrées sur
es fécales en attente de conditions
potentielle du paturage

idité pondérale

du domaine étudié. un meétre carre
uelle du terram est désherbé au ras
frais), puis séchée en éluve (poids
lle en herbe et 'humidiié pondérale

npage pendant 24 heures, puis a un

ticde avec un de mouillant (teepol,
de la journée (une fuis par heure),
avant entre Fherbe et le fond du bac
éluve pour estimer son poids sec.

0 u). les larves étant récupérees sur
onservees au refrigerateur dans des

;'\, s i k&h 1o '.if i.‘:-idl{‘\



3 - Baerman

Cette techmque est utilisée pour I'extraction des larves
Elle est 1a méme qu'il s'agisse de feces preleves sur les paturages

la quantité de matiéres fécales. elle sera réalisée dans un entonno

coupelle ou dans un bac. Dans ces dispositifs une grille supporte

Le fait de disposer d'une couche mince dune simple épai
permet de recupérer dans Feau sous-lacente une suspension de 14

bresentes dans les matieres fécales.
ou issues d'une coproculture. Selon
T supportant une passette; dans une
‘echantillon.

sseur de papier filtre (type Sopalin}
rves sans particules de feces. Apres

24 heures, e grillage est relevé puis égoutté, l'eau passe sur un tamis de 20p.

C-LALECTURE
1 - Concentration , partic aliguote

A Tissue du tamisage. Féchantillon est constitué par 50 a
débnis vegetaux et la faune extraite de l'herbe. Apres déc
coneentration est possible par aspiration d'une partie de f'eau a

yossible de ramener le volume de l'échantillon a 50 ml, voire un
!

Dans 1a majorné des cas, la totalité de I'échantillon n'est

Pordre du dixieme. Il est évident que plus la partie lue sera impl

Ceci est important lorsque les populations sont importantes.

2 - Flotftaison par centrifugation dans le sulfate

Des pots a centrifuger a extrémité bien rodée, d'une conts
ies proportions de 1/10€ de P'échantillon plus 9/10¢ de sulfate d
couvre-obiet est disposée a la surface. Apres 3 a 5 mn de cent
lamelle est mise sur une lame pour lecture au microscope puis 1
Une agitation du culot déposé au fond du tube facilitera la remoy
les trois prennéres lamelles sont renouvelées rapidement, némg

100 ml de suspension contenant des
antation de quelques heures, une
h-dessus du culot. 1 est en général
€U moins.

pas Jue mais une pariie aliquote de
ortante, plus le résultat sera précis.

de magnésium

enance de 50 ml, sont remplis dans
e magnesium {d=1,29). Une lamelle
rifugation a 1000 tours / min, cette
enouvelée sur le tube a centrifuger.
itee de toutes les larves. En général,
ytodes libres et premiéres larves de

Strenules remontent rapidement. Les lamelles sont rencuvelées 1isqu'a épuisement des larves.

Py - DHAGNOSE DES TARVES INFISTANTES DE S
PERROTIN, 1963 )

H-ISOELECTROFOCALISATION EN GEL DE POLY
Fode dv deux psocnzyives chez Haemonchus contorius:
la maliate désvdrogénaseiMDH) et la phosphogluconmutase|

/ ISOFOCALISATION

(est une techmque de separation des protéines par mig
gradient continu de pH Celui-ct s'établit grice a la presence dan
ent des Pi (points weclectriques) se distribuant entre deux ext
gradient de pH

Une proiéine deposée a un pH inférieur a son Pi. aura
vers fe pdle négatifl iversement, la méme protéine déposée a u
negativement o se deéplacera en direction du pdle positif. Da

wontrer une zone du gel dont le pH correspond a son Py (=
ohale de la proteine est alors nulle, d'ou arrét de la migy

1

."I: -

FINFR: CRI2ECOFVES OF
FINCIPE D L

[ et

al
J

¢
June bande  fine { an dit quiil v a focalisation)

Apres gnigration, la presence des protéines est rév
ensvinatiques On obtient alors, pour un systeme enzymatique ¢
serte de bandes plus ou mos intenses et etalees, qui correspon
p

}

TRONGIES (Selon GRABER et

ACRYLAMIDE

P(7A4)

pration dans un gel qui présente un
5 le gel de composés amphotéres gu
émes qui constituent les linutes du

e charge nette positive et migrera
pH supénieur a son Pi sera chargée
s les deux cas. elle sera amenée a
pHi = pH 1soelectrique); la charge
ation. L'action continue du champ

eetrique va provoquer une accumulation de toutes les molécules avant Je méme Pi. sous la forme

lée en uulisant leurs propriétés
onné, une image constituée par une
lent a des molecules avant diftérents




R

B - MATERIEL
La manipulation effectuée au cours du stage a éié réalisée sur des méles d'H. confortus. Les
vers sont préleves par lols de 25 individus et introduits en jamas, sans liquide. dans des tubes a
congélation de 2 ml Ces tubes sont stockés a -180° C, dans une bonbonne contenant de l'azote
liquide.

- LES PRODUITS UTILISES
1 - Composition du gel
~ Solution A: Acrvlamide 30 %
-7.5¢ d'acrylamide
- 20 ml eau distillée

- Solution B: NN' methyiene bisacrylamide a 1 %%
- 0,25g NN’ methyléne bisacrylamide
- 25 ml eau distillce

Les solutions A el B se conservent a la température ambiginte (20-25%) pendant | mois

- Persulfate d' ammcnium'
15g de persulfate d'ammonium
Mml eau distillée
Le persulfate d'ammonium se conserve pendant 12 h, ¢

est pourquot 1l est recommandé de le
préparer juste avant de couler le gel

- Ampholytes

Les ampholytes de commerce existent en plusieurs gammjes. nous avons utilis¢ une gamme 4 -

Y en melangeant a part egale les ampholytes 4 - 6,5 et 6,5 - 9. |Le choix des amipholyies déterminera

non seufement la gamme de pH qui s'etablira dans le gel, mapis aussi les acides et bases que l'on

utilisera pour imbiber les méches.
~ Les solutions de tampon d'clectrodes {cf. Afinexe)

{"¢s selutions servent a imbiber les méches qui assurent la jonction entre les electrodes et le

Pour le systéme enzymatique MDH, le tampon ebt 4 pH 7\5
Pour le systéme enzymatique PGM, Je tampon et a pH 9.4

e gel.

3 - Les solutions méres pour ta révélation enZyinatique (cf Annexe)
{'es réactifs varient selon le systeme enzymatique recherché force wnique, pH. coenzyme. Les

principes de la révélation font intervenir des coenzymes (NAD, NADP) ot des colorants: la
Phenazine Methiosolfate (PMS) qui est un transporteur d'eledivon et le Tetrazobum reduit (MTT)

qui precipite en un complexe Formazeéne bleu.
Ley solutions se préparent en deux étapes le tris et les cdenzymes sont méanges et laissés 2 la

ie "I{?*S!mlﬁ!fv ambiante pendant quelques heures; les colorants ef substrafs ne sont ajoutés gu'avant la
revelation

DV - AMETHODOLOGIHE

i - Cozzlz'zge du gel
P solution de coulage est prérarée dans une fiole a vide at comprend
- 9.6 ml eau distillee
& mi Solution A
5 ml Solution B
- 1,16 ml dampholytes
On ajoute G:,\. ml de solution de persulfate a la solution dp
coule rapidement par capiliante entre deux plagues de verre appiropriées La polvmerisation nécessite
ernviron 3t min pm\ le gel est placé en chambre humide au r¢frigérateur I peut éire stocké ainsi

" l‘-;) (-J

coulage degazeée Le gel est ensuite
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2 - Préparation des extraits
Les nématodes sont décongelés,

morceau est entiérement écrasé sur du papier Whatman n“3

stockés aussi briévement que possible sur un pain de gl
d'aluminium. On obtient ainsi le double d'ehantilion (50 au lieu

sur deux fronts de migration. Cette manipulation permet de p

systémes enzymatiques pour un méme individu.

3 - Installation des extraits sur le gel

Le gel est démoule et installé sur la plaque de refroidisse
extraits sur le gel dépend du Pi des protéines étudiées, ce qui

pour chaque systéme enzymatique.
Chaque lot d'echantillon est placé & 5

i dintervale.

4 - Préparation des meéches d'¢lectrodes

Les différents types d'clectrolvtes sont en fonction de

fransvasés dans ung
physiologique froide, puis prélevés un par un. Chague vers est
a
bout est perlé. Celui-c1 est rincé et séche aprés manipulatig

¢ du bord du gel
découpe verticale du gel dans le sens de la largeur (4 5 cm ¢
realisée du bleu de bromophénol qui sert d'indicateur de migr
de nanter sur lesauels sont écraseés les vers se tait a laide d'an

boite de Pétri contenant de 'eau
coupé en deux partics €gales. Chaque
I'aide d'une baguetie de verre dont le
m de chague ver-s. Les broyats sont
wce réfrigéré recouvert d' une feuille
de 25); ¢e qui nous permettra d'opérer
puvoir pratiquer lg recherche de deus

ment En pratique. 'emplacement des
nécéssite quelques tests préliminaires

A l'aide d’un scalpel,on pratique une
1 bord). On place dans la fente ainsi
tion. L.a wise en place des morceaux
e pince fine, en les espagant de 2 a 3

la gamme de pH utilisée comme le

montre Je tableau ci-dessous;
Candient phi Acude + Base -

3.9 2P0, 1M Nu Ol 1M

4-65 CHq COOH 63M Na O 0.3M

6,5-9 Ciiq LODH §,5M Na Ol 03M

5.8 CHa COOM 0,5M Nu Ol (1.3M

Ha POy 1M Na O 1M

4-9 Hy POy 1M Na O 1M
On place les meches dans un récipient approprié (type chuv erd a 2 compartiments) l'une est
nnhibee avee 4 ml d'electrolytes acide, ¢t laulre avec S nl] delectrolytes basique et les laissant
vimprégner. Les meches sont ensuite essorées sur du papies }()bi,?,-;. \ l'aide de deux pinces.on

depose la meéche acide sur le gel (1€ anode).
deéborde La méme opération est realisée avec la meéche basig

a
1
i

n}.:zw:s sur les meches et le couvercle est s en place.

5 - Mise en route de la focalisation
L.a résistance du gel se modifiant au cours de la migrau
resuliats reproductibles de controler les paramétres electnc
bornes du génerateur. La focalisation est conduite comme suit:
300 volts, 30 amp, 10 watt pendant 30mn
- 500 voits, 100 amp, 15 watt pendant 30mn
- 1000 volts, 100 amp. 15 wait pendant 2 heus

4 environ 2 min du bord

du gel. On découpe ce qu
e (ctté cathode) Les electrodes soni

b, 1

¥

‘fé&i 1.8

1

]

est niecessaire, pour obtenir des
¢lectrodes sont relices aux
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6 - Révélution des systémes enZymatigues

a - Principe
Toutes les protéines contenues dans un extrait a analys
d'elles focalise en une zone du gel dont le pH correspond 2 s
révelation qui permet de faire apparaitre tel ou tel systéme enz
substrat spécitique du systéme enzymatique teste, et les zdne
alors visibles sur le gel.

b - Préparation des gels pour la révélat

Lorsque la focalisasion est terminée, le gel est découpé ay
et cathodigues(MDH). Chaque morceau de gel est marqué pas
caractériser le sens de la migration, et déposé dans un bac de réy

¢ - Révélation de la MDH et de 1a PGM

[.a solution de coloration correspondant a chaque systéms

sur une tranche de gel La révélation se fait a 37°C, a l'obscur

temps de révélation est vanable suivant le systéme enzymatigue
PGM)

7 - Fixation et conservation des gels

Lorsque la coloration parait suffisante, la réaction enzy
ixateur (acide acétique a 5 % ). On peut conserver les tranct
deux feuilles de cellophane pure 4 tempeérature ambiante et a I'olf

i - LA COPROLOGIE QUANTITATIVE
A - MATTRIEL
- pots en plastique
- agitateur magnetique
- tanus fin avec manche
- MHCTOSCOPE
- cellules de Mo Master
- sulfate de magnésium (d=1,27)
B - METHODE

- peser Sg de féces {matiere fraiche)
- mélanger avec 70 ml de sultate de magneésium
- tanuser
- remplir les deux chambres d'une cellule de Mc N
- attendre 10 mn
- faire fa lecture sur la totalite des deux chambres

le nombre d'ceuts compté dans la chambre 1,

Soi. ny |
12 le nombre d'ceufs compté dans la chambre 2
i.e nombre d'ceufs par sranne de mauére fecale (OPG) es

OPG=({nl+ n2x |

LA

IV - LA COPROCULTURE
A CULTURE DU BROYAT DES FEMELLES

1 ~ Ohtention ef extraction des larves L3
f.es femelles sont estraites do contenu digestif le jour méy
a 20 individus sout mis sur une lame porte-objet et & laic

he de Yautopsie et/

e subissent la migration. Chaqu'une

rjn Pi. Clest le choix de la solution de

ymatique. Chaque réaction utilise un
s oG ce substrat est transtormé sont

ion enzymatique

niveau des parties anodiques(PGM)
une découpe en haut a droite pour
¢lation.

> enzymatique(cf. Annexe) est versee
té jusqu'a lapparition des tiches. Le
¢tudié(1/2 heure pour la MDH et a

matique est stoppée par addition de
es de gel en les faisant sécher entre
scurite.

faster

{objectil’ x 10}

1 calcule selon la formule:

ou le jour suivant,
e d'un scalpel, on decoupe les vers

¢5,

Pusgu'a ce que les ceufs renfermes dans Tutérus decoupé sont Iihg
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Le broyat ainsi obtenu est déposé sur du ¢rotin Stérijle et

morceau de papier filtre. I'ensemble et mis dans une bhoite de Pét

imbibé d’eau pour maintenir hunudité. La culture se fait & la temp
Au bout de 10 jours, |’ extraction des larves infestantes

Bagrman qui consiste & laisser surnager pendant 24 heures le crq

methode se rédise sur un dispostif appelé goparell de Baerman,

d'un tuyau en plastique et d'un tube en verre. Les larves récupéré

diluées, s nécessaire, enslite stockées a4’ C.
2 = Dilution des larves infestantes

Etant donné leur reldive fragilité, la conservation des laf
catanes precautions. Pour limiter la mortdité des larves au cours

solution 4 raison de 2000 larves par ml est recommandée avant fa ¢
Le comptage des larves est fait en pipettant au moyen d
microlitres de la suspension mére, & en comptant, pour chague dg
nombre de Lj.
Celte sugpension and obtenue est dors verste dans une
stockage, de fagon a congtituer un film de 2 a 3 mm d'epaisseur.

B-CULTURE, A PARTIR DES FECES

Les feces récoltés et stockés 4 4°C sont mis dans des bacy

sdle gopropriée ou les conditions de culture sont maintenues

humidité 70-80 %). L'etat des féces mises en culture est vérifié t¢

fécale e afrée en la remuant & S nécessaire humidifiée.

La coproculture prend fin au 10° jour avec l'extraction
Baerman, comme pour les cultures de broyat de femelles a la
Bagrman est remplacé par un bac a lintérienr duquel e déposé

est dépost successivement une feville de papier Sopalin dédoublé,

De I'eau est versée dans le bac jusqu'au ras des feces.24 heures,
le liquide collecté dans le bac. aprés égouttage des feces de quelq
tamis de 20u de maille et mise dans des boites a culturede cellule
puis conditionnées pour le stockage a 4°C.

CONCLUSION

humide de cheval et placé sur un
11 contenant yn morceau d'éponge
prature ambiante (20-25°).

L3 s'effectue par la methode de
tin provenant de la culture. Cette
constitué d'un entonnoir en verre,
bs dans le tube sont comptées puis

ves L est trés délicate et exige
y du stockage, la préparation d'une
sonservation a 4°C.

'une Micropipette n fois 5 ou 10
:pot mis sur la lame porte-objet, le

boite a culture de cellule pour le

qui sont ensuite ranges dans une
constantes (température 23-26°C,
bus les deux jours; ainsi la matiére

es larves Ly Par la méthode de
le différence est qu'ici I'appareil de
n cadre grillagé. Sur ce dernier, il
les feces provenant de la culture.
res, les larves 1.5, contenues dans
ies minutes, sont recueillies sur un
5. Les larves sont ensuite comptées

Mon travail aconsisté durant ce stagea 'acquisition des techniques suivaites:

- récolte et identification de larves infestantes de Strongles
« caractérisation enzymatique de n¢matodes par iscele
polyacrylamide.

Ce dage, bien que de courte durée, m’'a néanmoins permis

sur 'herbe; _
i+t rofocalisation en gel mince de

He faire connaissance avec d'autres

techniques parasitologiques Utilisées (coprologie, coproculture, infes tation expérimentales ---), €t de

les comparer avec celles Utilisees dans notre laboratoire.
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ANNEXE : PROTOCOLES D'ELECTROPH(

RESE ( MDH et PGM

A - COMPOSITION DES SOLUTIONS MERES ET TAMPON TRIS

- selution mére A
Tampon tris A (0,2 M - pH 8)

12 g de tiis
500 ml d' eau
ajouter le pH 4 8 avec de I' Hel

Mgcly (0,1 M) : 1g pour 50 ml d'eau
NAD {0,015 M) : 200g pour 20 ml d'eau
NADP (0,013 M) : 200g pour 20 ml d'eau

NBT (0,012 M) : 200g pour 20 m} d'eau
MTT (0,024 M) : 200g pour 20 mi d'eau
PMS (0,033 M) : 200g pour 20 ml d'eau

- solution mére B
Tampon tris B (0,1 M - pH 8)

6,06 g de tris
500 ml d'eau
ajuster le pH a 8 avec de I'Hel

NAD {0,038 M) : 125 mg pour 5 mi d'eau
NADP (0,027 M) 1100 mg pour 5 ml d'eau

MTT (0,014 M) 30 mg pour 5 mi d'eau
PMS (0,07 M) : 10 MG pour 5 mi d'aecu

B - PREPARATION DES SYSTEMES DE TAMPON

TEB 7.8

3,64 g tris

3,72 ¢ NapEDTA

1,90 ¢ Mgcls

Il d'eau

ajuster a pH 7,8 avec de 'acide Borique
TE 9.4

12.11 g tris

200 mg EDTA

| Bitre eau et ajuster le pH a 9.4 avec ED)

D'ELECTRODES

TIA
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C - COMPOSITION DES SOLUTIONS DE REVELA/|

Maltate déshydrogénage (MDH) dimere ( 2 locus )
Avec tampon TEB 7.8
Tris-Hel (0.1 MetpHS8) 20 ml

NAD-- 1 ml

NADP | ml

Avant la coleration

MTT I ml

PMS--- I ml

Malate
50 mg d'acide malique pour 1 ml d'eau,

ajuster Je pH a 8 avec NaOH : 2 ml

Phosphoglucomutase (PGM) ( Monomére )

Avec tampon TEB 9,4

Tris-Helmememememeeeen 10 ml
MgCL2 0,1 M-eeeenm- 1 ml
NAD 1 ml
NADP------ 0,5 mi
NBT- -1 ml

Glucose-]-phosphate---300 g

Avant Ia coloration

PMS 0,5 mi

a0 2] M— 20

MTT e -~ 1 ml

ION




