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Face à l'influence décisive de la variété sur la valeur bra ss i cole 
d'un e or ge , les malteur s et le s br asse ur s so uhaite nt pouvoir dét ermin er la pur e té 
va ri é t a le des lots d'or ges e t de malts qu'ils utilis ent . 

Sans éca rter l es mét hode s fondées sur . l es ca ra cté ristiques morpholo giq ues 
du gr ai n qui peuvent se rvir à un tri préalable des échan tillon s , les dia gra mmes 
électrophorétiques de certaines protéines ou enzymes du grain, qui constituent 
des ma r queu r s génét iqu es spécif iq ues , paraissen t mieux adaptés pour r éso udr e l e 
problème des malteurs e t de s bra sseurs . 

Plusi eu r s sy s t èmes ont été ju sq u'ici exp lor és : électrophorèse en ge l 
d'a mid on , é l ec troph orè se en ge l de polyacr yla mide , isoélec t rofocalisati on. Tous 
les auteurs se s ont c epe nd ant he urt és à différents problèmes : forte consan-
3ui n ité des variétés d'orge conduisant à des diagramm es tr ès voisins, pouvoi r 
r éso l ut if in s uff isa nt de la métho de , coût é l evé , diagr amme diff ére nt en t r e 
l' or ge e t l e ma lt co rr es pondant. 

Pour tout es ces rai so ns, nous pr oposo n s un sys tè me é le c tro phoré tique 
amélioré, applicable in dif f é remment aux or ge s e t aux ma lt s e t per mettant de mieux 
di scriminer les vari é té s l es plu s culti vées, grâce à une meilleurerésolution 
des fractions hordéineset glute lin es et en ayant recours éventuellement à des 
sys ~èmes enz ymat iques pour diff ér enci er notamment l es cultivars très app ar en t és . 

De plus , devant le déli cat problèm e de l'i nte r pré tation des élec tro­
phorégrammes , ce qui nécess i te une bonn e con nai ssance préalabl e de c eux-c i, nous 
avons mis au point un sys t ême pe r met t ant la l ec ture des di 3grammes e t le tr a i­
tement des donn ées obtenues à l'a ide d'un microordinat eur. 

En ce qui concerne l e mat éri e l végéta l, 77 cult i vars d'org e (semences 
certifiées) ont été anal ysés (tabl ea u 1) ainsi que 30 malts (obtenus par micro­
malta ge par l e la boratoi r e TEPRAL) e t 10 malts indu striels co rr espondan t aux 
cultivars retenus. 

En ce qui concerne les méthodes, voici les conditions opé r atoires qui 
ont é t é utilisées : 

- L ' extraction des protéines est r éalis ée à partir de gra in d 'or ge ou 
d'or ge malt ée par les sol ution s suivantes (8 µl de so lution /mg de grain)( ta b l e au 2 

- Le fractionnement élect roph orét iqu e es t r éa li sé en ge ls de polyacry­
lamid e-SDS verticaux (appareil LKB). La composition des gels est la suivante 
(tabl eau 3). 
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- La migration a lieu pendant 16 h à l8°C sous in te nsité constante 
(3 ,5 mA/gel). 

Les protéines sont ensuite fixées 30 mn dans l'acide trichlorac é tiqu e 
15% (P/V) puis colorées pendant 30 mn à 90°C dans un e solution à 0,175 % de 
Bl eu de Coomassie BBR 250. 

En ce qui concerne les enzymes, les peroxydases et les estérases ont 
é té r etenues comme systèmes complémentaires d ' id en tifi ca ti on (notamment pour 
la diff é r enciation des cultivars très apparentés) . 

Le même système é l ectrophorétique (extraction+ fractionn emen t) est 
utilisé pour ces deux enzymes. Le protocole d ' utilisation est donn é dans le 
tableau 4 suivant . 

RESULTATS ET DISCUSSIONS 

Nous nous sommes assurés tout d ' abord que pour une variét é donnée 
les électrophorégrammes r es taient constants qualitativement quel que so it le 
milieu (lieu, climat, conditions de culture). 

Les diagrammes protéiqu es peuvent être divisés en 4 zones distinctes 
A,B,C e tUPar analogie avec l es travaux d'autres auteurs : il est possible 
d'assimiler la zone A aux albumines. aux globulines et aux hordéines de faible 
poids moléculaire, l es zones B et C correspondent aux hordéines (contrôlées par 
l es gènes hor 2 et hor 1 respectivement). Quant à la zone D, qui n'est pas 
systématiquement observée chez les autres auteurs, il s 'a g it prob ablement de 
glutélines qu e le système particu l ier de r éduction et de coloration permet ici 
de mettre en év idence. 

A l'ex cep tion de la zone A, les autres zones du diagramme présentent 
un important polymorphisme qualitatif intervariétal. 

Ainsi, l ' exa men des 77 cultivars d'orge a permis de les classer en 
13 types à partir de la zone B, 13 t ypes à partir de la zone Cet 4 types à 
partir de la zone D. 

Si l ' on prend en compte simultanément ces 3 zones B, Cet D : 22 cultivar 
(29 %) peuvent être caractérisés individu e ll ement et parmi ceux - ci on tr ouve l es 
plus culti vés en France ainsi que ceux r ecommandés par la Chambre Syndicale 
de la Malterie Française (Sonja, Alpha , Astrix, Menuet , Bér é nic e et Nymphe) . 
Ces résultats n ' illustrent d'aill eurs que les possibilité s minimales d 'id entifi! 
caticn car il n ' est fait étatque des différences qualitatives des dia grammes . 

Les 
tivars mais 
de cultivars 

autres cultivars se c l assent 
il est important d e soulig ne r 
tr ès apparentés génétiquement 

en group e de 2 , 3, 4 , 5, 6 , 7 ou 8 cu l­
que tous ces gr oupes sont constitu és 
(exemple : Igri, Vi va, Pepita ) . 

En ayant recours à 2 cri t ères morpholo g iqu es stables et discrets tels 
que la pilosité de la baguette (Poils larg es et droits ou Poils courts et fris é s) 
et la pilosité du sillon (glabre ou ve lu) il est possib l e d'id entifi e r 45 % des 
c~ltivars . 

Enfin, et lorsqu e ce la est nécessai r e , s i nous utilisons l'électro ­
phorèse des peroxydases et des estérases, enzymes pour l esquelles il est pos sib le 
de c l asser les cu ltivars en 5 types peroxydasiques et 4 types esteras iques il est 
possible d'identifier plus de 75 % des cultivars de mani ère univoque. 
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L'examen des malts sembl e prés enter a priori des diffic u lt é s supplémen ­
taires uuisque la germination conduit à une diminution de 40% de la teneur en ho r­
déine et que le touraillage provoque une insolub ili sation des protéines. 

Ces probl èmes ont été surmontés par l'u tilisation d'une solution 
d'extration plu s drastique (par au gmentation de la concentration en r éducte ur -
S Mercaptoéthanol - et en agent dissociant - dim é thylformamid e ). 

Les protéines sont alors extraites ou reso l ubilisées sans difficulté 
et de façon r ep roductible à partir d'un malt, ce qui permet, pour l a pr emière 
fois d 'o btenir des diagrammes de malts et d'or ges correspondants identiqu es 
et d'égale qualité. 

D'un e manière similaire les zymogrammes p§rexydasiq _ues et estérasiques des 
malts ne sont pas modifiés qualitativement. C'est pourquoi l'exist ence d ' un 
dia gra mme identique pou r l'orge et l e malt co r respondant a permis l ' é tabliss ement 
d'une classification unique d'identification variétale. 

Class iqu ement , l'i nterp r étation des é le c trophorégram mes repose sur 
l'identification des différ ents cons t ituants qui le compos ent etceci par deux 
critè r es essentiels : l a mobilité et la concentration relative de chaque 
constituant. L'établissement d 'un e clé de dét e rmination basée sur ces deux critères 
nécessit e donc une parfaite connaissance des diagrammes; de plus, l'intr oduction 
annuelle au Cata l ogue Officiel des Plantes Cultivée s de nouveaux cultivars a pour 
conséquence la refonte partielle,parfois totale,d e cette c l é. 

Devant ces in convénients et également l ' obligation d'a voir rec ours à du 
personn e l tr è s qualifié pour intP.rp r êter ces électro~horégrammes, nous avons 
pensé que l' automatisation maximum de cette é tape délicat e était souhaitable. 

Pour ce faire nous av ons eu r ecours à une table de di git alisat i on 
coupl ée à un microordinateur. 

San s r en trer dans les détails techn i ques, disons simpl ement que ce tte 
table permet de calculer ~ntre autre) des distances automatique ment . 

La proc édu r e est a l or s la suivante 

- A partir d'un électrophorégramme (gel ou photo) un e or1g1ne est 
défini e (elle peut correspondre à une bande don née ou à l' endroit du dép ôt). 

- Puis à l 'aid e d'un stylo magnétiqu e (r e li é à la tabl e) chaqu e 
constituant du dia gramme est pointé suc cess iv ement. 

~a mobil ité (relative ou absolu e) de chaqu e constituant est enr eg i s tr ée 
puis a?parait sur un éc ran. A partir de c es don nées , div e r s traitements peuvent 
être effectués gr âce au mi c rocomput e r . 

En ce qui nous c once rn e , nous nous sommes int é r essés 
1) au nombr e de constituants du dia gramme prot éique , 
2) à l eu r mobilité ab so lue, 
3) à l eu r concentration relativ e (apprécié e visu e ll ement par des notes : 1, 3 ou 5) 

Les val eu rs que nous obtenons et qui défini s sent chaque cultivar sont 
les suivantes : 

- nombr e de constituants= n 
somme des mobilités (M) des n constituants = ~ M 
somme des mobilités (M) <les n constituants af f ectés de l eu r 
coefficient de concent rati on (k) respectif=€ kM 
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Grâce à un programme de comparais on, il est alors possible de savoir, 
à partir de nesures réalisées sur un cultivar inconnu, si les valeurs obtenues 
correspondent à celles d'un cultivar dont les valeurs sont enregistrées dans un 
fichier préalablement établi. En cas d'identité, le non du (ou des) cultivar(s) 
reconnu( s ) apparait(ssent) sur l'écran et/ou sur l'imprimante. 

Ce système présente donc l es avanta ges suivants : 

- Mes ur es simples à effectuer, 
- Manie ment du microordinateur rapidement assimilé (grâce à un dialogue 
interactif avec l'utilisateur). 
- Excellente reproductibilité des mesur es 
- Ne nécessite pas une remise en cause d'une clé de détermination. Tout nouveau 
cultivar est rentré dans le fichier par ses valeurs propres. 

Nous croyons donc pouvoir répondr e de façon efficace au problème 
délicat de l'interprétation des électrophorégrammes tout au moins en ce qui 
concerne l'orge. Mais il est vraisemblable que cette méthode, moyennant une 
adaptation spécifique, pourra s'appliquer à l'identification variétale d'autres 
céréales (au blé en particulier). 



TABLEAU 

LISTE DES CULTIVARS D' ORGE 

ET DES MICROMALTS OU MALTS INDUSTRIELS 0{) ANALYSES 

ADORRA 3 CORNEL 2 * IRIS 1 PIRATE 6 :t 

AGER 6 CYTRIS 10 JULIA 8 PIROLINE 5 
ALPHA 6 }t DARLING 10 KATJA 8 PLAISANT 8 :t 

ANTARES 6 DEI STER 1 x KORU POLKA 2 
ARAMIR 2 * DRAGON 4 KYM 1 PORTHOS 2 :l 

ASSE 8 DRAM 3 MA ISONNE 2 RIKA 6 
ASTRIX 8 * ELSA 6 MALTA 8 ROB UR 6 :t 

ATHOS 2 x ERNA 2 MARION 6 ROXANE 2 

AU REA l ESTELLE 6 1:: MAZURKA 7 SO~JA 8 
BARBE ROLISSE 13 :t FANNETTE 5 MENUET 1 SY>lPA 8 ::t 

BEATRICE 7 :t GEORGIE l X MIKADO 8 X TP. lBAlJI) 7 :t 

BEKA 9 GERBEL 6 }te MOCADOR 6 ;: TRTUMPH 3 
BERAC 7 :t GOLDSPEAR 12 ;: MONARQUE 8 VIVA 8 :t 

BERENICE 7 HATIF GRIGNON 13 MULTUM 1 VOGUE 9 :t 

BETINA :t HAVI LA 1 NICOLE 2 VO!.LA 9 
CARINA 4 :t HOP 13 NUDlNKA 2 \~ELAM JO 
CERES 6 ,: HYPROLY 11 NYMPHE 8 :1: YRllJA 2 
CERT SE 1 lGRI 8 :t OMBELLE 1 

CLAl{ET J I NGRID 7 PATTY 2 1:: 

CORALLI:: 2 lRANIA 2 :t PEPIT E 8 

(,:) a11c11 ys L' Jl• varié t és e n mic.:roma lt ou malt industr iel . 



TABLEAU 2 

EXTRACTION DES PROTEINES DE L ' ORGE OU DU MALT 

Sol ution s tock . ORGE MALT 

- Tampon TRIS IM pH 6.8 = 6 , 25 ml 
- Dodécylsulfate de sodium = 2g 
- Glycérol =10 ml 
- Pyronine =JO mg 
- Eau q.s.p =28,30 ml 3,40 ml 3,40 ml 

B Mercaptoéthanol 0,95 ml 1 ,20 ... 1 

Dimeth ylformamide 1 ,80 ml 2,00 ml 

Eau q.s.p. 12,00 ml 12 ,00 ml 

Solution utilis ées pour extrair e les pr ot e in e s du gr ai n d ' or ge ou du grain de malt. 

- 2 à 3 h à t empérature ambi ant e 

- pui s 2 mn30 à 100°C 

- Centri f ugati on 15 mn à 3 500 t /mn 

- dépôt : 10 µ l de sur nagea nt 



TABLEAU 3 

CO~POSITION DES GELS DE POLYACRYLAMI DE - SDS 

- Gel de co ncentration 

Solution B ( = 0,6 g Acr y l amide + 8,66 mg Mé thylène bis ­
acrylamide/ 1 OO ml) 

Tampon Tris I M pH 6,8 

Persulfate d'ammonium 1 % 

SDS 10 % 

Temed 

- Gel de séparation 

Solution A ( 22,6 g Acrylamide + 0, 186 g Méthylène 
bisa cryl amide / 100 ml) 

Tampon Tris IM pH 8,8 

Persulfate d'ammonium 1 % 

SDS 10% 

Temed 

- Tampon pour l es bacs : Tris/ g l ycine/SDS pH 8,4 

Tris 

Glyc ine 

SDS 

30 g } 
141, 1 g 

i û g 

1 litre 

Soluti on à dilu er JO fo i s av ant uti l isation. 

16 ,8 m1_ 

2,5 ml 

0,75 ml 

0,2 ml 

15 µl 

46 ml 

30 ml 

2 ml 

0, 8 ml 

40 µl 



TABLEAU 4 

EXTRACTION, FRACTIONNEMENT ET REVELATION SPECIFIQUE 

DES PEROXYDASES ET DES ESTARASES DE L'ORGE ET DU MALT 

Extration Eau+ B Mercaptoéthanol ..... 
à raison de 3 ~1/ 1 mg de grain 

16 h à température ambiante (puis l goutte d ' Hg Cl2 - 250 mg/100 ml-) 

Centrifu gation 15 mn à 3 500 t/mn 

Fractionnement électrophorétiqu e en gel d ' amidQn 

Amidon 14 % 

Tampon gel Acid e ci tique 0,0036 Mt pH 7,6 Tri s 0,0 152 Mj 
Tampon Bac Acid e Boriqu e 0,404 3 M1 pH 8,0 

NaoH 0 , 075 M 

Dépôt par ins ertion d ' un rectangl e de papier whatmann à 8 cm de la cathode. 

Migr a ti on 7 V/cm 

Révé lati on sp éc ifiqu e 

Peroxy dases 

Gaîacol : 0,0 2 M 
CaCl 2 : 2 mg 

6 h 

Tampon acéta t e de Na pH 5 
30 mn à 40 °C 
H2o2 : 1 ml 
(co l orati on fu gace ) 

Per oxyda se s 

500 mg 

Dépôt 
Esteras es 

+ 

Es t e r ases 

a nap ht ylacétate 35 mg 
B napht ylacé t a t e 30 mg 
Tampon Tri s -HCl pH 7 , 1 
Hzü q. s . p 100 ml 
I heur e de cont ac t à 40° C 
rin ce r 

20 ml 
a cé t one 
10 ml 

JOU mg de Fa s t Blu e RR sa lt + 10 ml 
Tri s HCl pH 7,9 
HzO q.s. p 100 ml 


