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BIOCHIMIE APPLIQUÉE. - Nouvelles perspectives dans l'ide11tijicatio11 des Orges et 
des malts par électrophorèse des protéines. Noté (*) de Alain Montembault, Jean-Claude 
Autran, Philippe Joudrier et Manfred Moll, présentée par Jean Roche. 

Un système simplifié d'électrophorèse en mil ieu S. O.S. est appliqué après extraction globale des protéines sur des 
grains individuels de 77 cultivars d'Orge. La méthode permet un éla rgissement du polymorphisme protèiquc 
(hordéines+ glutélines + protéines solubles) e t une amélioration des possibilités d 'identification des cultivars. Les 
diagrammes sont cohérents avec la classification génétique des O rges et peuvent être utiles pour des travaux de 
sélection ou de biochimie-génétique. Un système complémentaire fondé sur des diagrammes d'isoenzymes est 
suggéré dans le cas de groupes de cultivars très fo rtement apparentés. 

APPLIED BIOê HEMISTR Y. - New Perspectives in the Identifica tion Barleys an.d of Malts by 
P rotein Electrophoresis. · · 

A simpl!fied S.D.S. e/ectrophoretic system was app/ied to the whole protei11 extractsji·om si11gle kemels of77 Barie y 
c11/tivars. The method allowed '"' increase of the proteic (110rdei11s+gl11telins+so/11ble protei11s) po/y111orphis111 a11d 
a11 /111prove111e11t of the cultivar identification possibilities. The patlems were a/so consistent with the Barley genetic 
classification and co11/d be /1e/pfiil in breeding or bioc/1e111ical ge11etics st11dies. A co111p/e111entary system based on 
isoenzyme pauems was s11ggested in case of very close/)' related gro11p of ge11otypes. 

Face à l'influence décisive de la variété sur la valeur brassicole d'une Orge, les malteurs et 
les brasseurs souha itent pouvoir déterminer la pureté variétale des lots d 'O rges et de malts 
qu 'ils utilisent. Les méthodes fondées sur les caractères morphologiques du grain sont d'une 

interprétation délicate, ne présentent pas toujo urs une spécificité suffisante et ne sont pas 
constamment utilisables dans le cas des malts. En revanche, les diagrammes 
électrophorétiques de certaines protéines (hordéines) ou de certa ines enzymes du grain, qui 
constituent des marqueurs génétiques spécifiques, paraissent mieux adaptés pour résoudre le 
problème des malteurs et des brasseurs. 

Plusieurs systèmes (toujo urs consti tués d'un procédé d 'extraction des protéines suivi d'une 
technique de fractionnement électrophorétique) ont été j usqu'ici explorés : électrophorèse en 
gel d 'amidon ([1], [2], [3]) électrophorèse en gel de polyacrylamide ([4] à [7]), 
isoélectrofocalisation ([8], [9]). Tous les auteurs se sont cependant heurtés à différents 
problèmes : for te consanguinité des variétés d 'Orge (notamment parmi les Orges à deux 
rangs de printemps) se traduisant par un polymorphisme P,rotéique relat ivement limité; 
pouvoir résolutif insulftsant de la méthode (gel d'amidon); difliculté d'obtenir des 
diagrammes reproductibles et coût élevé (isoélectrofocalisation); technique trop sophistiquée 
(polyacrylamide en milieu S. O .S. nécessitant une réduction et une àlkyla tion des protéines). 
Par a illeurs, l'application aux malts a toujo urs conduit à des diagram mes de moins bonne 
qua li té, plus difficiles à interpréter, souvent différents de ceux de !'Orge correspondante et 
rendant impossible l'emploi d 'une clé de détermination unique. 

L'objet de cette Note est donc de proposer un nouveau système élect1:ophorétique à la fois 

simplifié et plus pe1fonnant , applicable indilféremment aux o rges et aux malts et permettant, 
grâce à une résolution améliorée des fractions hordéine et glutéline, de mieux discriminer les 
variétés les plus cultivées. 

MATÉRIEL ET METHODE. - 1. 77 cultivars d"Orge(scmences certifiées) obtenus auprès de IO sélectionneurs ont été 
analysés (voir tableau). Des micromaltages ont été réa lisés sur 30 de ces cultivars par le Laboratoire de Recherche et 
Développement T E PRAL (Champigneulles, France) (voir tableau). Parallèlement, 9 malts industriels ont été 
utilisés. . 

2. L'extraction des protéines est réalisée à partir du grain d"Orge ou d 'Orge maltée au moyen de la solution 
suivante : 
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Solution stock (Tampon Tris 1 M pH 6,8 : 6,25 ml; 

dodécylsulfate de sodium, 2,0 g; pyronine, 10 mg; glycérol, 

10 ml; eau, q .s.p. 28,30 ml) ........ ... . ....... . . . 

P·mcrcaptoéthanol. .... .................... . . . 

Diméthylformamidc ............. ... . . ... . .. . . . 

Eau q. s. p .. . .. ......................... . . . 

Orge 
Orge maltée 

(ml) (ml) . 

3,40 

0 ,95 
1,80 

12,00 

3,40 
1,20 

2,00 

12,00 

3. Chaque grain, préalablement décortiqué cl écrasé au moyen d 'un ma rtea u est mis en contact de la solution 

d"cxtraction (à ra ison de 50 mg pour 400 ~tl ) dans un tube ù hémolyse. Après homogénéisation et contact durant 
2 ù 3 h ù température ambiante, le tube est plongé pendant 2 mn 30 s dans un bain-marie bouillant, puis centrifugé 

(15 mn à -3500 tr / mn). 

4. La séparation électrophorétique est réalisée da ns un appareil « Havana » (DESAGA) permettant !"analyse 

simultanée de 4 x 12 échantillons en plaques vert icales de polyacrylamide de 120 x 120 x 1,5 mn. 

Chaque plaque est constituée d 'un gel de séparation et d 'un gel de concentrat ion dont les compositions 
s'apparentent à celles décrites par Payne c l coll. (1979). Le gel de séparation est obtenu en mélangeant 46 ml d"unc 
solution A (acrylamide 22, 6 g , méthylène-bis-acrylamide 0,186 g,eau q . s. p. 100 ml) 30 ml de tampon Tris 1 M , pH 

8,8 et , aprés dégazage, 2 ml de persulfate d "ammonium 1 p. 100, 0,8 ml de dodécylsulfate de sodium lOJl. 100, 40 µl 

de TEMED. Le gel de concentrat ion est obtenu en mélangeant 16,8 ml d'une solution B (acry lamidc 0 ,6 g, 

méthylènc-bis-acrylamidc 8,66 mg), 2,5 ml de tampon Tris 1 M, pH 6,8 et , après dégazage, 0,75 ml de persulfate 

d 'ammonium 1 p. 100, 0,2 ml de dodécylsulfatc de sodium 10 p. 100, 15 µIde TEMED. 

Le tampon (pH 8,4) uti lisé dans les bacs à électrodes est obtenu en diluant 10 fois la solution mère suiyantc : 

glycine 141 ,1 g, Tris 30,0 g, dodécylsulfatc de sodium 10,0 g, eau q.s. p. 1000 ml. 

Les ex traits protéiques sont déposés par série de 12 à l' aide d'une multiscringue Havana (12 x 10 µI) et la 

'migrat ion est réalisée pendant une nuit ( 16 h sous une intensité constante de 15 mA/ 4 gels à la température 
déterminée comme optimale de 18°C. La durée de migration peut être réduite ù 8 h ou moins en utilisalll une 

intensité plus élevée à condition de stabilise r la température à 18°C au moyen d 'un cryostat. 

5. Les protéines sont ensuite fi xées par immersion des.gels durant 30 mn dans l'a cide t richlo racét ique 15 p. 100 
(P / V) puis colorées durant 30 mn à une température de 90°C dans une solution à 0,175 p. lOOde Bleu de Coomassie 

BBR 250 dans l'éthanol-acide acétique-eau (35/ 10 / 55 V / V / V). Les diagra mmes sont interprétables après seulement 

2 h de décoloration dans ce même mélange éthanol-acide acétique-e.au. 

RÉSULTATS ET 01scuss10Ns. - 1: Comme le montre la figure , les diagrammes apparaissent 
constitués de 4 zones distinctes : A, B, Cet D. Par analogie avec les diagrammes de Shewry et 
coll. ([6], [7]), de Doll (10] et de Koie et coll. (11], on peut penser que la zone A est constituée 
d'albumines, de globulines et d ' hordéines de faible poids molécula ire et que les zones B et C 
correspondent aux hordéines. En revanche, la zone D n'existe dans a ucun des t ravaux 
antérieurs et il s'agit probablement de glutéli nes que le système particulier de réduction e.t de 
coloration utilisé ici permet de révéler. 

. 2. L 'examen de variétés d 'Orge de différentes provenances-montre que les diagrammes 

ainsi obtenus sont lotalement indépendants des facteurs agroclimatiques (5 variétés en 10 
lieux). Il en est de même pour les malts (3 variétés en 3 lieux). 

3. A l'exception de la zone A, toutes les zones du diagramme présentent un important 
polymorphisme qualitatif in terva riétal. 

Ainsi, après analyse des diagrammes des 77 variétés d 'Orge, 3 classifications 
indépendantes peuvent être obtenues : 

13 types à partir de la seule zone B; 
13 types à partir de la seule zone C; 
4 types à partir de la seule zone D. 
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1. Menuet 
2. Polka 
3. Adorra 

.4. Dragon 
5. Piroline 
6. Alpha 
7. Thibaud 
8. Sonja 
9. Vogue 

10. Cytris 

4 . . En pren.ant en compte l'ensemble des zones du diagramme, 61 % des variétés peuvent· 

être caractérisées soi~ individuellement (29 %) soit par groupe de 2 (21 %) ou de 3 (11 %) et les 
autres apparaissent par groupe de 4 à 8 variétés. 

Ces résultats n'illustrent cependant que les possibilités minimales de caractérisation car il 
n'est fait état que des différences qualitatives (mobilités électrophorétiques) des diagrammes. 
Des différenciations plus poussées sont possibles en utilisant, comme l'ont fait certains 
travaux antérieurs ([8], [9]), les intensités rela tives des constituants. 

JI faut"également préciser que les groupes de variétés non différenciables individuellement 
sont constitués d 'Orges très appa rentées génétiquement. Par exemple, l gri, Viva, Pépite 
entrent dans un même groupe. 

Les variétés les plus cultivées, ainsi que celles recommandées par la chambre Syndicale de 
la Malterie Française (Sonja , Alpha, As trix, Aramir, M enue t, Bérénice et Nymphe) ont un 
d iagramme différent et, dans plusieurs cas, des variétés non séparées à partir des diagrammes 
d 'électrofocalisation (Aramir , A rhos et Julia , Be ti11a) ou d 'électrophorèse en gel d 'amidon 
\Nymphe, Sonja , S ympa) sont ici différenciables. 

5. L'examen des malts semble présenter a priori des difficultés supplémentaires et requérir 
une technique plus sensible. En effet, la germina tion conduit à une diminution d 'environ 

f4o % de la teneur en hordéine tandis que le touraillàg~ ·provoque une insofubifisatiori des 
:protéines. Scriban et coll. [9] avaient par ailleurs noté des modifica tions non négligeable~ 

·dans certains diagrammes de malts par rapports aux Orges témoi~s. 
Ces problèmes o nt été surmontés par l'emploi d 'une solution extractante plus drastique;• 

modifiée notamrµ}nt par augmentation de la concentration en réducteur (mercaptoéthanol) 
et en agent dissociant (diméthylformamide). Les protéines sont a lors extra ites ou 
resolubilisées sans difficulté et de façon reproductible à partir d'un malt, ce qui permet. 
d 'obtenir pour la prem,ière fois des diagrammes d 'Orges et de malts correspondants1 
identiques et d 'égale qualité. 

CoNCLUSION. - Un système simplifié et perfo rmant d 'électrophorèse verticale en gel de 
polyacrylamide-S.D.S. a été mis au point. A partir d ' un grain d 'Orge, il t:st possible 
d 'obtenir un diagramme présentant un important polymorphisme protéique. 
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TA Il LEAU 

Répartition suivant les 13 groupes de la zone B des 77 variétés d 'Orgc et de malt. 

Distribution of tire 77 barley and malt varieties according Io tire 13 types of tire B zone. 

Adorra. . . . . . . . . 3 Cornel. . . . . . . . . 2 (") Iris. . . . . . . . . . 1 Pirate. . . . . . . 6 (") 
Agcr.. . . . . . . . . . 6 Cytris. . . . . . . . . . 10 Julia. . . . . . . . . 8 Piroline. . . . . . 5 
Alpha. . . . . . . . . . 6 (") Darling.. . . . . . . . 10 Katja. . . . . . . . 8 Plaisant. . . . . . 8 (") 

Antarès.. . . . . . . . 6 Dcister. . . . . . . . . 1 (") Koru. . . . . . . . Polka. . . . . . . 2 
Aramir. . . . . . . . . 2 (") Dragon.. . . . . . . . 4 Kym.. . . . . . . . 1 Porthos. . . . . . 2 (") 

Asse. . . . . . . . . . . 8 Dram. . . . . . . . . . 3 Maissonne.. . . . 2 Rika. . . . . . . . 6 

Astrix. . . . . . . . . . 8 (") Elsa. . . . . . . . . . . 6 Malta. . . . . . . . 8 Robur. . . . . . . 6 (") 
Athos . ...... : . . 2 (") Erna.. . . . . . . . . . 2 Marion. . . . . . . 6 Roxane. . . . . . 2 

Auréa. . . . . . . . . . 1 Estelle.. . . . . . . . . 6 (") Mazurka.. . . . . 7 Sonja.. . . . . . . 8 

Barbe ro usse. . . . . 13 (") Fannette. . . . . . . . 5 Menuet. . . . . . . 1 Sympa.. . . . . . 8 (") 

Béatrice.. . . . . . . . 7 (") Géorgie.. . . . . . . . 1 (") Mikado.. . . . . . 8 (") Thibaud.. . . . . 7 (") 
Béka.. . . . . . . . . . 9 Gerbe!. . . . . . . . . 6 (") Mogador.. . . . . 6 (") Triumph. . . . . 3 
Bérac. . . . . . . . . . 7 (") Goldspcar.. . . . . . 12 (") Monarque.. . . . 8 Viva. . . . . . . . 8 (") 
Bérénice. . . . . . . . 7 Hatif Grignon. . . . 13 Multum. . . . . . 1 Vogue. . . . . . . 9 (") 

Bétina.. . . . . . . . . 1 (") Havila.. . . . . . . . . Nicole.. . . . . . . 2 Voila.. . . . . . . 9 
Carina. . . . . . . . . 4 (") Hop. . . . . . . . . . . 13 Nudinka.. . . . . 2 Welam.. . . . . . 10 

Céres. . . . . . . . . . 6 (") Hyproly. . . . . . . . 11 Nymphe. . . . . . 8 (") Yriba.. . . . . . . 2 
Cerise. . . . . . . . . . 1 lgri. . . . . . . . . . . . 8 (") Ombelle. . . . . . 1 
Claret. . . . . . . . . . 3 Ingrid. . . . . . . . . . 7 Patty. . . . . . . . 2 (") 
Coralie. . . . . . . . . 2 Irania. . . . . . . . . . 2 (") Pépite.. . . . . . . 8 

(") Analyse de variétés en micromalt ou malt industriel. 

La classification obtenue à partir des zones hordéinès·B et C (respectivement -net 13 types 
différents sur 77 cultivars analysés) apparait très discriminante. Contrairement. à celles 
fondées sur l'électrophorèse conventionnelle . ou l'électrofocal isation , cette classifica tion 
présente l'avantage d 'être cohérente avec la distinction génétique (gènes Hor 2 : zone B et 
Hor 1: zone C) établie par Shewry et coll. [7], Koie et coll. [11] et d'être ainsi précieuse pour le 
sélectionneur. 

La sensibilité du système et l'amélioration des conditions d'extraction permet son 
application à la détermination de la pureté variétale d 'un malt. L'existence d'un diagramme 
identique pour !'Orge et pour le malt correspondant ouvre par ailleurs la possibil ité d 'une 
classification unique d'identification variétale. 

Pour le cas des variétés très apparentées génétiquement et entrant dans des groupes non 
différenciables, des techniques complémentaires fondées sur les diagrammes de certaines 
enzymes polymorphes peuvent être utilisés. C'est ce que nous étudions actuellement. 

(*) Remise le 5 juillet 1982. 
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