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1. Introduction générale

Les questions relatives aux biotechnologies modernes sont depuis plusieurs années sujettes
a de nombreux débats et controverses : aux possibles avantages que ces nouvelles
technologies sont susceptibles d’amener pour le développement de I'agriculture, viennent
s’opposer les risques relatifs de leurs effets défavorables sur la diversité biologique,

'environnement et la santé humaine.

En effet, les biotechnologies constituent un outil important pour le développement durable
de l'agriculture, des péches et des foréts, de l'industrie, du secteur de la santé publique ainsi
que des ressources énergétiques.

Alors que de nombreux aspects des biotechnologies et de leurs applications ne prétent
guére a controverse, l'introduction des organismes génétiquement modifiés (OGM) dans les
systéemes agraires et alimentaires et les activités de bioprospection et de biopiraterie dans un
environnement caractérisé par un vide juridique, pourraient constituer de nouvelles menaces
pour la biodiversité. Alors qu'elle est de plus en plus exposée a la menace de la
surexploitation, la perte et la dégradation d’habitat, de méme que la pollution, les espéces
envahissantes et les changements climatiques, sa conservation est une condition préalable
au développement durable et, a ce titre, constitue I'un des plus grands défis de notre
époque.

A I'échelle internationale, ces OGM sont réglementés par le biais du Protocole de Cartagena
sur la Prévention des risques biotechnologiques, adopté en Janvier 2000 et entré en vigueur
le 11 Septembre 2003. Son objectif, en conformité avec la démarche de précaution, consiste
a ««contribuer a assurer un degré adéquat de protection pour le transfert, la manipulation et
I'utilisation sans danger des organismes vivants modifiés résultants de la biotechnologies
moderne, compte tenu également des risques pour la santé humaine, en mettant plus

précisément I'accent sur les mouvements transfrontiéres»».

En Algérie, le principe de précaution a été affirmé des le départ par la promulgation en
Décembre 2000 d’'un arrété ministériel interdisant l'introduction et l'utilisation de matériel
vegétal génétiquement modifié en tant que semence. Cependant, le protocole n’'a été ratifié
gu’en Juin 2004 et, aucun texte réglementaire n’a été établi depuis pour renforcer le contrdle
des OGM. Avec l'ouverture du marché et I'importance des importations de matiére premiére



ou produits dérives d’OGM, I'Algérie doit renforcer ces capacités par I'élaboration de texte

réglementaires traduisant les obligations du Protocole.

Par ailleurs, des études préliminaires ont montré la présence d'OGM dans les produits issus
de soja (Ghazi, 2007) et de mais (Louanchi et al., 2008). Ceci montre clairement
gu’indépendamment des obligations du Protocole, il faut mettre en place une politique
d’étiquetage des produits alimentaires ce qui implique la mise en place d'un systeme de
contr6le permettant la détection et 'identification des OGM.

La présente étude a pour objectif principal la détection de mais transgénique dans
I'alimentation et l'agriculture afin d’avoir un apergu partiel sur le degré d’introduction des
OGM en Algérie. L’étude consiste en une analyse qualitative des échantillons de mais brut
non transformé destinés aux cultures, a I'alimentation humaine et animale. Afin d’atteindre

cet objectif, deux méthodes de détection ont été réalisées :

» Deétection par criblage (PCR), effectuée en recherchant deux séquences largement
utilisées dans les constructions transgéniques (promoteur P-35S et le terminateur de
la nopaline synthase, T-nos) dans les différents échantillons collectés.

» Deétection et identification immunologique spécifique des protéines transgéniques de
différentes constructions génétiques commercialisées en utilisant les bandelettes de

détection (Strip test).



Analyse bibliographique



2. Analyse bibliographique

2.1. La culture de mais
2.1.1. Taxonomie et description du mais

Le mais appartient a la famille des Poaceae, sous-famille des Andropogonoidae, tribu des
Maydeae dont les genres sont caractérisés par des épillets unisexués, soit dans des
inflorescences différentes, soit réunis dans une méme inflorescence. Cette tribu comprend 8
genres, 5 d’Asie (Coix, Polytoca, Sclerachne, Chionachne, Trilobachne) de faible importance
et 3 américaines (Zea, Tripsacum, Euclaena) (Baudoin et al., 2002). Le genre Zea comprend
5 espéces, dont l'espéce cultivée Zea mays et 4 parents sauvages, tous originaires
d’Amérique tropicale et appelés téosintes (Brink et Belay ,2006).

Le mais, Zea mays ssp. mays (2n=20), est une plante herbacée cultivée comme une plante
annuelle mais pouvant se comporter comme une plante bisannuelle. Elle se reproduit par

fécondation croisée (allogamie) contrairement a la plupart des céréales (Simon, 2005).

2.1.2. Situation mondiale
2.1.2.1. Utilisation de Ila culture du mais

Le mais est destiné a 'alimentation humaine et animale et comme matiere premiéere pour de
nombreuses applications industrielles (Brink et Belay, 2006). Ces utilisations différent en
fonction du niveau économique des pays. Dans les pays a faible revenu, le mais est surtout
réservé a la consommation humaine, sous forme d’épis immature, de farine ou de semoule.
En revanche, il constitue une matiére premiere pour I'alimentation du bétail, I'industrie de la

semoule et celle de 'amidon dans les pays développés (Charrier et al., 2004).

Dans lalimentation humaine, plusieurs variétés sont cultivées (mais doux, perlé, denté,
farineux et vitreux). Il se consomme frais, grillé ou bouilli, sous forme de graines cuites avec
une légumineuse et est utilisé pour la fabrication de farine (Nyabyenda, 2005). Pour ce qui
est de l'alimentation animale, le mais peut apporter jusqu'a 80 % de I'énergie et 40 % de
I'azote qui sont nécessaires aux bovins (AGPM, 2009). Il est utilisé sous forme de grains
(humides et secs) ou de fourrage (GNIS, 2009). Le mais également entre dans un grand



nombre de transformations en produits alimentaires (amidonnerie, semoulerie, distillerie et
huilerie) et en produits synthétiques pour les industries chimiques, pharmaceutiques,
cosmétiques et textiles (Brink et Belay, 2006).

Enfin, le mais sert aussi a fabriquer des agro carburants et peut entrer dans la composition
d'une essence moins polluante, en relevant l'indice d'octane des essences, en remplacement
du plomb. L'oxygéne qu'il contient favorise la combustion des hydrocarbures et contribue a
réduire la production de monoxyde de carbone (AGPM, 2009).

2.1.2.2. Superficies et productions

Apres le blé et le riz, la culture du mais est la plus importante pour I'alimentation, directe ou
indirecte, de I’homme. Selon la base de données de la FAO (FAOSTAT, 2009), la production
mondiale du mais en 2007 était de 791,7 Mt avec en téte des pays producteurs les Etats-
Unis (331 Mt, 41,8% de la production mondiale) suivis de la Chine (19% ,151 Mt), le Brésil
(6,5 %,52 Mt), le Mexique (2,9 % ,23 Mt), 'Argentine (2,6 %,21 Mt), I'Inde (2,2 %, 18 Mt) et la
France (1,7% ,14 Mt). Ces 7 pays concentrent 76,7 % de la production mondiale.

Depuis les années 90, la production des pays industrialisés tend a stagner alors que les
pays en développement, en particulier ceux d’Asie, enregistrent une progression rapide de
leur production. La Chine est le 2° producteur mondial et I'Indonésie et les Philippines
connaissent une croissance annuelle de leur production supérieure a 4%. En Amérique

latine et en Afrique, la tendance est également a la croissance (CMA / AOC, 2005).

2.1.2.3. Commerce du mais

Selon les statistiques, parmi le volume annuel moyen de 75 millions de tonnes de mais
exporté a travers le monde, 60% environ sont américains (46 millions de tonnes), suivie par
I'Argentine avec 11 millions de tonnes, la Chine avec 10 millions tonnes et le Brésil avec 4
millions de tonnes (FAOSTAT, 2009). Concernant les importations, le Japon occupe la
premiére place pour 22% des importations mondiales, soit 17 Mt. Il est suivi de la Corée du
Sud (12%, 9 Mt) et le Taiwan (6%, 5 Mt). La Malaisie, I'Indonésie et I'Arabie Saoudite sont
aussi de gros importateurs. Au total, I'Asie importe 35 millions de tonnes, le continent
américain 18 millions et I'Afrique 11 millions, avec comme importateurs importants I'Egypte,
L’Algérie et I'Afrique du Sud (CMA / AOC, 2005).



2.1.3. Situation en Algérie

2.1.3.1. Productivité et zones de production

La culture du mais est pratiquée en Algérie, probablement depuis son introduction au 15°
siécle a partir d’Espagne (Laumont et Laby, 1950). Sa culture est marginale car considérée
comme trop exigeante avec beaucoup de soins et d'entretien (Saidani, 1977). Les
superficies auraient été de 53000 hectares pour atteindre moins de 10000 hectares durant la
colonisation (Laumont, 1951).

A partir de I'indépendance, la culture a connu une régression sensible pour arriver a pres de
1000 hectares en 2007. Par ailleurs, des fluctuations sont observées. Entre 1998 et 2007, la
production a sensiblement augmenté pour diminuer a partir de 2007 et les rendements les
plus importants ont été obtenus durant 'année 2006 avec plus de 65 Q/ha pour 374 hectares
cultives. Les rendements les plus faibles sont observés en 2007 avec 10 Q/ha pour une
superficie cultivée de 1000 hectares (FAOSTAT, 2009).

Tableau 1. Evolution des superficies, productions et rendements du mais en Algérie

Année Superficie (Ha) Production (tonne) Rendement (Q/Ha)
1998 180 310 17,2
1999 240 537 22,4
2000 430 1556 36,2
2001 400 1087 17,2
2002 250 837 33,5
2003 340 981 28,9
2004 210 679 31,8
2005 339 1148 33,9
2006 374 2456 65,7
2007 1000 1000 10,0

Source FAOSTAT, 2009

Les zones de production du mais sont relativement dispersées et limitées. Sa culture reste
cantonnée dans les périmetres irrigués, mais aussi dans certaines plaines littorales a bonne
pluviométrie. En 1975, la répartition régionale de la culture était la suivante : Blida (Mitidja),
El Asnam (périmetre du Chélif), Annaba, Alger, Tlemcen, Médéa, Guelma, Skikda et Jijel. Le
reste est disséminé entre toutes les wilayas du pays en de petites surfaces variant de 20 a
60 hectares, reparties en plusieurs localisations et parcelles. Souvent cette culture ne
représente que la superficie réalisée comme brise-vents dans les parcelles de maraichage
(Benzaghou, 1976).



2.1.3.2. Les importations du mais

Les importations de mais sont principalement sous forme de grain, dont une partie est
destinée pour la semence. La plus grande part est destinée a l'alimentation animale ou
I'industrie agroalimentaire. Durant la période 1999 a 2004, I'importation du mais grain a
dépassé un million de tonnes, pour atteindre 2 millions entre 2004 et 2008 (Tableau 2).

Tableau 2. Evolution des importations du mais en Algérie de 1998 a 2008

Mais en grain (Kg)

Mais doux (Kg) Farine (Kg)  Amidon (Kg)
Semence Autres

1998 / 956327615,7 183382,96 245,00 1401041,00
1999 71320,00 273099299900 102005,00  123039,00 6091297,00
2000 8076,60 1481972860,00 389941,52  356630,00 3577727,00
2001 105248,21 1678617017,00 471818,80  348810,00 3817393,00
2002 29919,11 1901648529,72 853023,40  509549,00 5659430,00
2003 23024,00 1544186631,20 756580,00  555955,00 5042335,00
2004 28195,00 1790320449,80 1131772,02 23315,00 8231822,00
2005 22000,00 2452032338,00 988603,71 5610,00 9236461,00
2006 63372,00 2194097675,00 1468487,31 20250,00 7697099,40
2007 40001,00 2282845280,00 1905957,00  595299,00 13766320,00
2008 / 2199317724,00 2152181,00 734794,00 17087679,00

Source CNIS, 2009

Les importations de mais grain peuvent s’expliquer par la demande en matiéres premiere
pour l'alimentation animale car le mais et le soja occupent les 90% de la ration distribuée
aux espéces aviaires (Ouachem, 2006). Les importations concernent également le mais
conditionné. Entre 1998 et 2008, une nette progression des importations du mais doux a été
constatée, passant de 183 tonnes en 1998 a 2152 tonnes en 2008. D’autres formes de mais
sont également importées comme la farine et 'amidon dont l'importation est en nette
augmentation, passant de 245 Kg de farine et 1401 tonnes d’amidon en 1998 a 734 et 17087
tonnes, respectivement, en 2008 (Tableau 2). D’'une maniére générale, les importations de
mais, toutes formes confondues augmentent malgré la hausse des codlts sur le marché
mondial. En effet, la valeur des importations de mais a augmenté de 298,35 millions USD en
2004 a 625,8 millions USD en 2008. Les fournisseurs de I'Algérie sont I'’Argentine avec 65%
des importations, suivi des Etats-Unis 25%, le Canada 6% et la France avec 3% (ALGEX,
2008).



2.2. Les plantes génétiquement modifiées
2.2.1. Etat mondial des plantes génétiquement modifiées
2.2.1.1. Superficies cultivées

En 2008, la superficie mondiale des plantes génétiquement modifiées (GM) a atteint des
superficies de 125 millions d’hectares. Plus de 25 pays en cultivent cependant, la majorité
des superficies (91,6%) sont essentiellement réparties dans 5 pays : USA (62,5 millions
d’hectares), Argentine (21 millions), Brésil (15,8 millions), Inde (7,6 millions), Canada (7,6
millions). Dans une moindre mesure mais en croissance, sont retrouvés des pays comme la
Chine (3,8 millions), le Paraguay (2,7 millions) et I'Afrique du Sud (1,8 million). Les autres
pays cultivent moins d’'un million d’hectares (James, 2008).

2.2.1.2. Principales plantes cultivées

Quatre principales plantes cultivées couvrent 98% des superficies cultivées. Il s’agit du soja
GM (65,8 millions d’hectares, 53 % des superficies), du mais (37,3 millions d’hectares, 28%
des superficies), du coton (15,5 millions d’hectares, 12 % des superficies) et du colza (5,9
millions d’hectares, 5% des superficies). Les 2% restants concernent la betterave sucriere, le
peuplier, la courgette, la luzerne et la papaye (James, 2008).

Les principaux caractéres introduits occupant plus de 98% des superficies toutes cultures
confondues sont : la tolérance aux herbicides (63% des superficies, 79 millions d’hectares),
la production d’insecticides (15% des superficies, 19,1 millions d’hectares), les deux
caracteres combinés (21% des superficies, 26,9 millions d’hectares) (James, 2008).

2.2.1.3. Les éléments génétiques utilisés dans les cultures GM

Les séquences d’ADN insérées dans les plantes transgéniques actuellement approuvées

sont (Bast, 2003) :

= Promoteurs utilisés : Un des promoteurs les plus utilisés, est celui du 35S du virus de la
mosaique du chou-fleur (CaMV). Toutefois, des promoteurs spécifiques aux tissus ou
induits par les blessures ont également été utilisés (Jouanin et al., 1998) ainsi que des
promoteurs de Nicotiana tabacum (P-TA29), Arabidopsis thaliana (P-Ssu), 35S du virus
de la mosaique de la scrofulaire (P-FMV), Agrobacterium tumefaciens (P-nos) (Figure 1).
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Figure 1. Les promoteurs fréquemment utilisés dans les OGM commercialisés

Geénes utilisés : Plus de 40 génes différents sont actuellement approuvés. Parmi les plus
fréquents : le transgene nptll provenant du transposon 5 d’E. coli conférant la résistance
a certains antibiotiques appartenant aux aminoglycosides ; les genes Cry codant pour
I'endotoxine & de Bacillus thuringiensis qui se retrouvent dans 51 produits transgéniques
(Agbios, 2009) ; les génes CP4-EPSPS, bar et pat ont également été utilisés, isolés
respectivement CP4,

hygroscopicus et Streptomyces viridochromogenes (Bast, 2003) (Figure 2).
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Figure 2. Les génes les plus fréquemment utilisés dans les OGM commercialisés

Terminateurs utilisés : La terminaison qui clét la séquence modifiée est souvent une
partie du géne de la nopaline synthase (T-nos) qui provient d’Agrobacterium tumefaciens
(Roetschi et Deru, 2004). D’autres terminateurs sont également utilisés comme les
terminateurs issus de : Pisum sativum (T-E9), Agrobacterium tumefaciens (T-ocs, T-tml),

virus de la mosaique du chou-fleur (T-35S) (Figure 3).
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Figure 3. Les terminateurs fréequemment utilisés dans les OGM commercialisés

2.2.2. Le mais transgénique

Le mais génétiquement modifié a été cultivé pour la premiére fois au Etats-Unis (1996) et au
Canada (1997). Une décennie plus tard, il a été cultivé dans 13 pays sur un total de plus de
35 millions d’hectares (Hellmich et al, 2008). Il représente 28% de la superficie cultivée en
OGM et 24% de la surface cultivée en mais (James, 2008). Concernant les caractéres
introduits, la résistance aux herbicides est la plus fréquente (54% des surfaces) suivie de la
résistance aux insectes (31%) (James, 2006).

2.2.3. Mais transgéniques résistants aux insectes

L’obtention de mais résistant aux insectes fait suite aux attaques importantes de la pyrale du
mais, Ostrinia nubilalis, 'un des principaux insectes ravageurs du mais causant des pertes
de rendements considérables (Feillet, 2009) et étant la cible d’'une majeure partie de mais
transgéniques (Dalecky et al, 2007). C’est a partir des connaissances sur la lutte biologique
que l'idée est venue de rechercher les genes responsables de la production d’insecticide par
les bactéries, comme notamment Bacillus thuringiensis (Bt) (Belzile, 2002).

2.2.3.1. Caracteéristiques de Bacillus thuringiensis (Bt)

Bacillus thuringiensis Bt est un bacille a Gram positif, aérobie et sporulé, présent
pratiquement dans tous les sols. Les cellules végétatives mesurent 5um de longueur et 1um
de largeur et sont pourvues de courts flagelles cillés. Le Bt est une bactérie ubiquiste qui se
rencontre dans le sol, I'eau, l'air et sur le feuillage. |l se distingue du B. cereus par sa



capacité de produire une protéine cristallisée durant la sporulation (Héfte et Whiteley, 1989).
Le Bt a été isolé pour la premiére fois en 1901 par le bactériologiste japonais S. Ishiwata a
partir de vers a soie (Bombyx mori L.) infectés. En 1911, en Allemagne, E. Berliner a rédigé
la premiére description scientifique de la bactérie. En 1916, Aoki et Chigasaki ont montré
que l'activité du Bt était due a une toxine présente dans les cultures sporulées, mais absente
dans les jeunes cultures végétatives (Beegle et Yamamoto, 1992).

2.2.3.2. Les 6-endotoxines de Bt

Le Bt produit un corps d’inclusion parasporal de nature cristalline durant sa sporulation. Ce
cristal est constitué d’'un ou de plusieurs types de protéines. Ces protéines cristallisées
insecticides sont communément désignées « Crystal protéin» et les genes codant leur
synthese « gene Cry » (De Maagd et al, 1999). Ces protéines sont hautement insecticides a
de trés faibles concentrations et permettent le contrdle de certaines especes d’insectes
appartenant aux ordres des Lépidoptéeres, Diptéres et des Coléopteres (Schnepf, 1995). En
1989, Hofte et Whiteley ont proposé un systéme de classification des protéines cristallisées
et des génes codant leur synthése. Cette classification repose sur la structure des protéines
cristallisées et sur la gamme d’hétes. Les génes Cry sont répartis dans quatre grandes
classes, selon que la spécificité des protéines s’exprime a I'endroit des Lépidoptére (l), des
Lépidopteres et des Diptéres (Il), des Coléopteres (lll) ou des Diptéeres (IV). Chaque classe
est divisée en un certain nombre de sous-classes possédant des propriétés insecticides et
structurales propres.

2.2.3.3. Mode d’action des protéines Cry

Les protéines cristallisées exercent leurs effets sur I'héte en lysant les cellules épithéliales de
I'intestin moyen et en provoquant la paralysie du tube digestif. L'insecte infecté cesse de se
nourrir et finit par mourir s’il ne parvient pas a se rétablir. Une fois ingéreés, les cristaux se
dissolvent dans I'environnement alcalin de l'intestin moyen de I'héte. La protéolyse de la
protéine cristallisée solubilisée ou protoxine, par les protéases de I'intestin moyen, produit le
fragment toxique (toxine). Une fois liée a des récepteurs spécifiques présents sur les
membranes des cellules épithéliales, la toxine induit la formation de pores dans la
membrane des cellules épithéliales et, ce faisant, provoque la mort des cellules et des larves
infectées (Ranjekar et al., 2003 ; Jouanin et al., 1998).

A partir du mode d’action des protéines cristallisées du Bt, on peut supposer qu’au moins
quatre paramétres interviennent dans la fonction de la protéine cristallisée : 1) I'efficacité de
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la solubilisation ; 2) I'efficience de la conversion protoxine-toxine ; 3) la liaison aux récepteurs
spécifiques des membranes ; 4) la formation des pores membranaires. Tous ces parameétres
déterminent la spécificité d’'une protéine cristalline (spectre insecticide) (Joung et Coté,
2000). Les différences dans I'étendue de solubilisation expliquent parfois les différences
dans le degré de toxicité des protéines Cry (Schnepf et al., 1998).

2.2.3.4. Les lignées de mais Bt transgéniques commercialisées

Depuis la commercialisation des premiers cultivars de mais Bt en 1995 jusqu’a maintenant,
un total de 34 événements de transformation commercialisés contenant les transgénes Bt
ont été mis au point par les compagnies de biotechnologie ; a savoir : Bayer CropScience,
Syngenta, Aventis CropScience, Dow AgroSciences, Pionner et Monsanto avec une large
dominance (Annexe 1). Les transgénes Bt utilisés pour le développement de ces
événements de transformation dérivent de neuf genes Bt : [Cry1Ab, Cry1Ac et Cry2Ab] de
Bt. subsp.kurstaki ; [Cry 9C] de Bt. subsp.tolworthi ; [Cry1F] de Bt. var aizawai ; [Cry34Ab1 et
Cry35ADb1] du Bt souche Ps 149B1 ; [Cry3Bb1] du Bt. kumamotoensis et [Cry3A] de Bacillus
thuringiensis subsp. tenebrioni (Agbios, 2009).

Le géne Cry1Ab est le plus fréquemment utilisé et se retrouve dans 16 événements de
transformation. Le gene Cry9C et Cry1Ac ont été utilisés pour créer respectivement le CBH-
351 (StarLink) et le DBT-418 (Bt Xtra ™). Depuis 2003, des variétés dirigées contre la
chrysomele du mais ont été commercialisées, utilisant soit le gene Cry3Bb seul ou le couple
de génes Cry34Ab1 et Cry35Ab1 (Andow, 2008). Le gene Cry3Bb a été exploité par
Monsanto pour mettre au point I'événement Mon863, Mon88017 et trois hybrides résultant
du croisement de ces derniers avec d’autres lignées de mais transgéniques (Agbios, 2009).
Pour augmenter l'efficacité de la protection contre la chrysoméle, les entreprises Pioneer et
Dow ont mis au point le mais transgénique DAS-59122-7 produisant les deux toxines
Cry34Ab1 et Cry35Ab1 (Bourguet et al, 2002). La toxicité de ces deux protéines ne
s’exprime qu’en présence des deux protéines en méme temps. Ni 'une ni l'autre protéine
n'est toxique a elle seule (Andow, 2008). Les génes Cry1F et Cry2A ont été utilisés pour
conférer la résistance aux insectes Lépidoptéres (Agbios, 2009).

2.2.3.5. Le statut réglementaire des lignées de mais Bt

Les premiéres autorisations de mise en culture des mais Bt datent de 1995 aux Etats-Unis,
et 1997 a l'union européenne et en Afrique du sud. 14 lignées transgéniques contenant le

transgene Bt sont autorisées a l'alimentation humaine et animale et aux cultures aux Etats-
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Unis. 10 lignées sont autorisées par l'union européenne avec 2 événements de
transformation (Mon810 et Event 176) pour I'agriculture et I'alimentation humaine et animale,
7 lignées destinées a I'alimentation humaine et animale et en dernier une seule lignée (Mon
863xMon 810) autorisée a I'alimentation animale (Annexe 2). En outre, en Afrique du sud, en
Chine, en Argentine, au Canada, au Philippines, au Taiwan, en Corée et au Mexique (le
centre d’origine du mais), des lignées ont été approuvées et commercialisées. Au Japon,
toutes les lignées de mais Bt sont autorisées a I'exception du mais StarLink. Ce dernier n’est
autorisé qu’a lalimentation animale aux Etats-Unis et a été interdit a la consommation
humaine car la protéine Cry9C qu'il synthétise résiste a la dégradation dans les jus
gastriques et a la chaleur, propriétés susceptibles de provoquer des allergies (Noisette,
2001).

2.2.3.6. Méthode de développement de certaines lignées Bt

Cas du mais Bt-176.

Cette lignée a été transformée par la technique de 'ADN recombinant et par bombardement
d’embryons au moyen de microprojectiles a partir de Bacillus thuringiensis ssp. Kurstaki,
active contre certaines espéces de Iépidoptéres, dont la pyrale du mais. |l est composé de
deux génes chiméres Cry1Ab synthétiques. L’'un est lié au promoteur de transcription de la
phosphoenolpyruvate carboxylase du mais (P-PEPC), assurant son expression dans les
tissus verts (Matsuoka et al., 2000) (Figure 4). Le second est lié au promoteur d’'une protéine
kinase du mais dépendante du calcium (P-CDPK), assurant son expression dans le pollen
(Figure 5) (Mastsuoka et al., 2000). Ces deux chiméres se terminent par un terminateur du
virus de la mosaique du chou-fleur (T-CaMV 35S) et comprennent également un intron 9 du
géne phosphoenolpyruvate carboxylase du mais (Querci et Mazzara ,2006).

:ntr. PEPCN° 9

T-358 crylA(b) P-PEPC

Figure 4. Schéma du géne Cry1Ab sous le contréle du promoteur PEPC
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P-CDPK crylA(b) 1.358

Intr. PEPC N° 9 J

Figure 5. Schéma du gene synthétique Cry1Ab sous le controle du promoteur CDPK

Le géne de tolérance au glufosinate-ammonium (bar) a été co-introduit en tant que marqueur
de sélection afin que les embryons transformés puissent étre identifiés en milieu sélectif et
que les genes introduits puissent étre suivis durant la sélection des plantes.

Selon un rapport de I'organisme Food Standarts Australia New Zealand (2000), les données
moléculaires ont révélé que la lignée Bt-176 contient une copie du géne bar, sous le contréle
de transcription du promoteur 35S et du terminateur 35S du virus de la mosaique du chou-
fleur (respectivement P-CaMV 35S et T-CaMV 35S) (Mastsuoka et al., 2000) (Figure 6).

P-358 bar T-35S

Figure 6. Représentation schématique du géne bar

Les deux genes chimeres synthétiques Cry1Ab ont été insérés par clonage dans un méme
vecteur plasmidique (pCIB 4431) .Un second vecteur plasmidique (pCIB 3064) renfermait le
géne bar conférant la tolérance au glufosinate-ammonium, isolé de la bactérie terricole
Streptomyces hygroscopicus. Ces deux vecteurs ont ensuite été introduits dans la lignée de
mais consanguine CG00526 (Zea mays L.) par bombardement d’embryons immatures au
moyen de microprojectiles. Des analyses moléculaires de la plante transformée ont révélé
gu’au moins deux copies de chaque construction plasmidique ont pu s’insérer dans le
génome de la lignée de mais (Querci et Mazzara ,2006).

Cas du mais MON 810.

Cette lignée a été mise au point par la technique de I’ADN recombinant et en bombardant les
cellules végétales de microprojectiles avec une copie du géne Cry 1Ab sous le contréle du
puissant promoteur constitutif 35S amélioré du virus de la mosaique du chou-fleur, et la
séquence de téte de l'intron hsp70 du mais (Figure 7) (Bast, 2003). Elle résulte du génotype
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Hi-ll du mais a la suite d'une transformation biolistique avec un mélange d’ADN
plasmidique : le plasmide PV-ZMBKO07 porteur du géne Cry1Ab et le plasmide PV-ZMGT10
porteur des génes EPSPS-CP4 et gox. Les deux plasmides étaient également porteurs du
géne nptll (pour la sélection bactérienne) sous le contrdle d’'un promoteur bactérien, et d’'une
origine de réplication d'un plasmide pUC (ori-pUC) nécessaire pour la réplication des
plasmides dans E. coli (Querci et Mazzara ,2006).

P-E358 hsp70 crylA(b) T-nos

Figure 7. Schéma du géne chimere Cry 1Ab du plasmide PV-ZMBKO07, y compris le

promoteur 35S amélioré, I'intron hsp70 du mais et le terminateur nos

Les deux vecteurs ont été introduits dans les cellules végétales cultivées par bombardement
de microprojectiles. Les cellules ayant ainsi acquis une tolérance au glyphosate ont été
sélectionnées puis cultivées dans un milieu de culture cellulaire en vue de la régénération du

végétal (Armstrong et al., 1991).

Des analyses moléculaires fournis par les auteurs indiquent que seuls les éléments du géne
chimére PV-ZMBKOQ7 ont été intégrés dans le génome de la lignée MON 810 en tant
gu’insert unique, comprenant le promoteur 35S amélioré du virus de la mosaique du chou-
fleur, la séquence de téte de la hsp70 et le gene tronqué Cry1Ab (Querci et Mazzara ,2006).
Le signal de terminaison nos, présent dans le plasmide PV-ZMBKO7, est perdu suite a une
troncature 3 de la cassette génique et sa non intégration dans le génome héte (Bast, 2003).

Cas du mais StarlLink (CBH-351)

La lignée de mais CBH-351, non commerciale StarLink, a été génétiguement modifiée pour
résister aux attaques de la pyrale du mais (Ostrinia nubilalis). Ces nouvelles plantes
contiennent le géne Cry9C de Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi souche BTS02618A.
Cette lignée est également modifiée pour exprimer le gene bar cloné a partir de la bactérie
Streptomyces hygroscopicus codant pour 'enzyme phosphinothricine-N-acétyltransférase
(PAT), marqueur de choix permettant l'identification des cellules végétales transformées. Elle
a été produite par transformation biolistique de la lignée de mais hybride backcrossed
(PA91 x H99) x H99 avec deux plasmides, pRSVA9909 et pDE110. Le premier plasmide
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porte le gene modifié Cry9C et le second porteur du géne bar (Figures 8 et 9) (Bast, 2003).
L’expression du géne Cry9C est régulée par le promoteur et le terminateur 35S du CaMV,
celle du géne bar est également contrélée par le promoteur 35S du CaMV et le terminateur
nos d’Agrobacterium tumefaciens (Agbios, 2009).

= '

P-35= cab22L cxySC T-35= ori-pWC bl pdCis

- . E—

Figure 8. Schéma de la construction pPRSVA9909 pour la transformation du CBH-351

/ '

U C1% P-35= baxr T-nos oripUC bla eUC 19

- -

Figure 9. Schéma de la construction pDE110 pour la transformation du CBH-351

2.2.4. Mais transgéniques résistants aux herbicides

La résistance aux herbicides est la capacité d’'une plante a survivre et se reproduire aprés
exposition a une dose d’herbicide qu’elle ne tolere pas normalement. Chez les plantes, la
résistance se produit naturellement en réponse a une pression de sélection ou peut étre
introduite par les techniques du génie génétique (Prather et al, 2000). La majorité des
plantes ont été modifiées pour tolérer le glyphosate et le glufosinate (Zimny et E. de Vries,
2005) par lintroduction d’'une forme insensible de la cible de I'herbicide ou par lintroduction
d’enzymes de métabolisation de I'herbicide (Scalla, 1998).

2.2.4.1. Cas du mai's résistant au glyphosate (RR)

Le glyphosate, N-(phosphonomethyl) glycine, sous forme de sel d’isopropylamide dans le
«Roundup», est un herbicide total, a large spectre d’action, pénétrant dans les végétaux par
les feuilles, puis transporté de maniére systémique dans la plante jusqu’aux racines

(Delabays et Bohren, 2007). Cet herbicide agit comme un inhibiteur de la 5-enolpyruvyl-
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shikimate-3-phosphate-synthase (EPSPS), enzyme qui catalyse la biosynthése des acides
aminés aromatiques (Funke et al., 2006). La perturbation de cette voie affecte la synthese
des protéines et celle de nombreux composants cellulaires tels que les auxines, les

flavonoides, les anthocyanines et les quinones (Heck et al., 2005).

Des travaux ont permis d’identifier des enzymes EPSPS insensibles au glyphosate pour
développer des cultures résistantes a cet herbicide. La 1¢ modification génétique aboutissant
a une tolérance est réalisée sur le tabac en 1998 (Zimny et E. de Vries, 2005). Plusieurs
microorganismes tolérant le glyphosate sont identifiés dont Agrobacterium sp souche CP4,
Achromobacter sp souche LBAA et Pseudomonas sp souche PG 2982 (Barry et al., 1992).
Les enzymes de ces bactéries isolées ont été désignées comme des EPSPS de classe Il en
se basant sur leur efficacité catalytique en présence du glyphosate et la variabilité de leurs
séguences en comparaison avec 'EPSPS des plantes (Barry et al., 1997).

La création des plantes tolérantes au glyphosate repose d’abord sur lintroduction d'une
forme résistante de I'enzyme cible, dénommée CP4-EPSPS en raison de la souche
d’Agrobacterium dont elle provient. Elle est peu sensible au glyphosate et posséde une
bonne efficacité enzymatique (Scalla, 1997). Cependant, les plantes transformées ne
possedent pas la capacité a métaboliser le glyphosate. Leur croissance quand elles sont
traitées au glyphosate est ralentie probablement en raison de I'accumulation du glyphosate
dans les méristémes (Kishore et al., 1992). Deux génes associés sont nécessaires : un géne
de sensibilité moindre au glyphosate, accompagné d'un adressage au chloroplaste, et un
géne de détoxification qui dégrade le glyphosate (Aigle et al, 1996). Ce type de gene est
recherché dans les microorganismes car le glyphosate est dégradé dans le sol par voie
microbienne, et des bactéries utilisent le glyphosate comme seule source de phosphore
(Scalla, 1997 ; Zablotowicz et Reddy, 2004). Le géne du glyphosate oxydoréductase (GOX),
isolé a partir de la souche LBr de Pseudomonas sp, a été employé avec le géne EPSPS
(Mulwa et Muwanza, 2006). Tous les cultivars contenant le gene EPSPS accompagné ou
non du gene GOX forment le systéme des cultures dites Round up Ready (RR).

2.2.4.2. Lignées de mais transgéniques RR commercialisées

A I'heure actuelle, 20 lignées de mais transgéniques RR contenant le géne EPSPS ont été
mises au point et commercialisées dans les différents pays (Annexe 3). Les trois
événements de transformation GA21, MON 832 et NK603 sont des lignées a caractéere
simple conférant la résistance au glyphosate. Les autres événements de transformation sont

des hybrides a deux caractéres résultant d’'un croisement conventionnel entre le GA21, MON
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832 et NK603 avec d’autres lignées transgéniques contenant les transgenes Bt. Ces
hybrides sont tolérants au glyphosate et résistants aux insectes. Ce sont principalement, le
GA 21 et NK 603, qui ont le plus grand nombre d’autorisations (Agbios, 2009).

2.2.4.3. Méthode de développement de la lignée RR GA21

GA21 est un mais Roundup Ready, tolérant au glyphosate, désherbant systémique utilisé
dans le monde entier en tant qu’herbicide total. Un fragment linéaire Notl du plasmide
pDPG434 a été utilisé pour la transformation. Il porte une copie du géne EPSPS isolé a partir
du mais puis modifié par mutagénése in vitro afin de rendre cette enzyme insensible a
l'inactivation par le glyphosate. L'expression de ce gene EPSPS modifié est contrélée en
partie par le promoteur actine du riz et le terminateur T-nos du géne de la nopaline synthase
d’Agrobacterium tumefaciens. Une séquence d’ADN d’origine végétale codant un peptide de
transit chloroplastique (OTP) a été fusionnée avec le gene EPSPS modifié (Figure 10) (Bast,
2003). Elle dérive du géne ribulose |,5-bisphosphate carboxylase oxygénase (RuBisCo) isolé
a partir du mais et du tournesol. Ce peptide signal, associé au géene EPSPS modifié, facilite
I'importation de la protéine nouvellement traduite dans les chloroplastes (Agbios, 2009).

= I
P-ract oTE mBEPSFPS T-nos
-

Figure 10. Représentation schématique du fragment Notl du plasmide pDPG434
Les analyses moléculaires des plantes transformées montrent que le génome du mais GA21

contient un insert d'/ADN. Cet insert est constitué de deux copies complétes de la cassette
du gene EPSPS modifié et une troisieme copie, sans terminateur nos (Bast ,2003).

2.3. Evaluation des risques liées aux OGM

2.3.1. Les risques liés a I'utilisation du mais GM

De maniére générale les risques liés aux OGM sont principalement de deux ordres. Des

risques sanitaires liés aux dangers d’allergie ou de toxicité dues aux nouveaux géenes
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introduits dans les organismes , et des risques pour I'environnement qui sont non seulement
bien réels, mais aussi difficiles a contréler (Nihoul et Mahieu 2005). Cela dit, le Protocole de
Cartagena sur la biosécurité préconise le principe de précaution et met en place des
procédures d’évaluation des risques basés sur des méthodes scientifiques avérées de

contrOle et integre les considérations socio-économiques.

2.3.1.1. Aspects environnementaux

Impacts sur les espéces non cibles

La spécificité d’action des toxines insecticides synthétisées par les plantes Bt s’est révélée
trés relative (Rosi-Marshall et al., 2007) car ces plantes produisent directement les toxines
sous forme solubles et actives ce qui provoque un élargissement du spectre d’activité des
toxines Bt (Ceballos, 2008). De nombreux exemples illustrent 'impact sur les espéces non
cibles comme pour :

= Le papillon monarque (Hansen et Obrycki, 2000 ; Losy et al., 1999 ; Zangerl et al., 2001),
ou une exposition prolongée du papillon au mais Bt affectait son comportement (Prasifka
et al., 2007) et sa survie (Dively et al., 2004).

= Les Lépidoptéres non cibles vis-a-vis des plantes exprimant la toxine Cry1Ab (Felke et
al., 2002 ; Stanley-Horn et al., 2001).

= Les insectes prédateurs vis-a-vis des plantes Bt (Dutton et al., 2002; Hilbeck et al., 1998 ;
Pritz et Dettner ,2004 ; Bernal et al.,2002). Cet impact serait lié a une mauvaise santé
des proies herbivores causée par l'ingestion de protéines Cry et a une baisse de leur
qualité nutritionnelle (Michaud, 2005).

»= Les organismes du sol soumis aux protéines recombinantes, excrétées dans le sol par
les exsudats racinaires (Borisjuk et al, 1999; Saxena et Stotzky 2001; Saxena et al.,
1999 ; 2002) ou libérées des tissus de la plante en décomposition (Saxena et Stotzky
2001). Ces effets portent sur des bactéries et des champignons (Cataldini et al., 2005 ;
Icoz et Stotzky ,2008), des nématodes (Manachini et al., 2004; Griffiths et al., 2005), des
protozoaires et une microfaune active (Kowalchuk et al., 2003; O’Callaghan et al., 2005).

Evolution de résistances aux toxines Bt

Il est aujourd’hui établi que 'usage généralisé d’un produit phytosanitaire, risque d’entrainer
des phénomeénes de résistance (Pimentel et Burgess, 1985). Choisir des cultivars Bt
s’apparente a un traitement préventif systématique puisque cette décision intervient en début

de saison, a un moment ou I'abondance des ravageurs n’est pas encore connue. Les toxines
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produites par les plantes Bt le sont ensuite de maniére constitutive : les insectes y sont
exposés tout au long de la saison. Dans les zones géographiques ou ces plantes Bt sont
massivement mises en culture, le risque d’évolution de résistances aux toxines de Bt est
donc particulierement élevé (Dalecky et al., 2007). Ainsi, des résistances aux toxines de Bt
ont pu étre sélectionnées en laboratoire chez plus de 17 espéces d’insectes (Huang et al.,
1999 ; Tabashnik et al., 2003) ainsi que pour un lépidoptere ravageur du mais, Heliothis
virescens, vis-a-vis des toxines Cry1 (Gould et al., 1995). Le seul exemple a ce jour connu
en champ est la teigne des cruciféres Plutella xylostella (Ferré et Van Rie, 2002).

Afin de limiter la sélection d’alléles de résistance, la stratégie Haute-Dose/ Refuge (HDR),
consiste a planter des parcelles de plantes non transgéniques, appelées refuges, a proximité
des parcelles de plantes Bt (Gould, 1998). Elles permettent le maintien d'un pool d'insectes
sensibles qui vont se croiser avec les individus résistants se développant sur les plantes Bt
(Bourguet, 2006). Cette stratégie reste colteuse et contraignante (Dalecky et al., 2007) et
son efficacité dépend de la résistance qui doit étre récessive (Bourguet et al., 2000). Si la
résistance est dominante, la stratégie refuge ne jouerait plus son réle et si elle est additive,
son efficacité serait réduite (Gallais et Ricroch, 2006).

Dissémination des transgénes par pollinisation croisée

La contamination post-récolte des semences et le transfert de matériel génétique par
hybridation d’'une culture agricole a l'autre sont des phénoménes courants (Beckie et al.,
2003 ; Dorey, 2000 ; Friesen et al., 2003). Ces échanges ont soulevé beaucoup de questions
dans le cas des cultures transgéniques notamment sur la coexistence des différents modes
de production agricole et le maintien d’'un niveau de pureté élevé des semences. Le cas le
plus connu est la confirmation de la contamination des variétés de mais mexicain dans son

aire d’origine au Mexique par des plantes Bt (Quist et Chapela, 2001).

Transferts géniques horizontaux

Plusieurs études ont été menées pour évaluer lincidence des transferts horizontaux
impliquant des molécules d’ADN recombinant dans le milieu édaphique (Bertolla et Simonet,
1999 ; Gebhard et Smalla, 1998 ; Nielsen et al., 1998 ; Paget et al, 1998 ; Widmer et al.,
1997). Un transfert direct de transgenes et géenes marqueurs des plantes GM a des
champignons du sol a été observé (Hoffman et al., 1994). D’autres auteurs ont démontré un
transfert de transgenes et génes marqueurs des plantes GM a des bactéries du sol (De Vries
et Wackernagel, 1998).
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Mutagenése insertionnelle

Le processus de transgénese permet l'intégration de nouveaux caracteres. Cependant, le
lieu d’insertion du transgéne demeure le plus souvent aléatoire (Gelvin, 2003) et pourrait
influencer I'expression des genes dans la plante (Masoero et al,, 1999; Saxena et Stotsky,
2001; Elmore et al., 2001) et de ce fait une altération des fonctions cellulaires de la plantes
ou une modification de la teneur de certains composés organiques pourraient résulter d’un
événement de mutageneése insertionnelle (Michaud, 2005). C’est notamment le cas du mais
Bt 11, Bt 176 et MON810 dont la teneur en lignine était augmentée de 33 a 97% (Saxena et
Stotzky, 2001 ; Poerschmann et al., 2005 ; Flores et al., 2005).

2.3.1.2. Aspects sanitaires

Les dangers concernant la sécurité alimentaire des aliments dérivant de plantes

génétiquement modifiées pourraient avoir trois origines (Afssa ,2002) :

= Un effet direct du transgéne, qui peut synthétiser une protéine induisant des effets
toxiques ou allergéniques.

= Des interactions métaboliques qui peuvent faire apparaitre, et éventuellement accumuler
des métabolites pouvant étre toxique (effet indirect des transgenes).

= |’extinction de génes ou leur expression, pouvant engendrer des effets inattendus avec
production de substances toxiques.

Allergénicité

Les aliments d’'origine végétale comme animale sont une source importante d’'allergenes et

de maladies allergiques, il est donc nécessaire d’envisager le risque potentiel allergénique

des aliments transgéniques (Moneret —Vautrin, 2002). L’allergénicité des produits GM

peuvent étre évaluée selon deux plans (Craig et al., 2007) :

= Une évaluation des risques potentiels d’'une néo-allergénicité de la protéine transgénique
ou d’une allergénicité croisée de cette protéine avec d’autres allergénes ;

= Une évaluation d’une allergénicité intrinseque de I'organisme hote qui peut étre modifiée
par la modification génétique (Prescott et Hogan, 2006) puisque l'insertion du transgéne
peut donner lieu par  effet pléiotropique, c'est-a-dire par interaction avec le
fonctionnement d’autres génes, a la surexpression d’allergénes endogenes de la plante
(Wal, 2001).
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Un des exemples est le mais Starlink qui est une variété de mais jaune modifiée pour
produire une protéine transgénique appelée Cry 9C a caracteére insecticide. Cette protéine
est codée par un gene (Cry 9C) provenant de Bacillus thurigiensis (Bt) de la souche tolworthi
(Agbios, 2009). Cette variété de mais transgénique cultivée aux Etats-Unis était destinée
seulement a la consommation animale car elle présente des caractéristiques allergénes a
savoir : une plus faible décomposition dans les conditions artificielles de digestion, en
comparaison avec la protéine Cry 1A ; une thermorésistante et une repense IgE a été
observée dans un modéle animal (Moneret —Vautrin, 2002). Mais cette culture n’a pu étre
séparée des autres et a été retrouvée dans la consommation humaine, autant sur le marché

intérieur des Etats-Unis, que sur le marché extérieur (Debuissy, 2003).
Toxicité

La plupart des protéines dans le régime alimentaire normal sont ingérées sans aucun effet
négatif, mais certaines d’entre elles ont le potentiel d’affecter la santé. Comme les protéines
et les peptides ont un large éventail de fonctions dans les organismes, les différents effets
possibles des protéines transgéniques doivent étre envisagés (Craig et al., 2007).

La toxicité a court terme est relativement simple a établir. Les méthodes toxicologiques
classiques, utilisées pour évaluer les pesticides ou les médicaments, s’appliquent aussi a la
caractérisation des OGM végétaux. La méthode implique d’abord qu’on identifie et qu'on
isole la substance a évaluer. On 'administre ensuite a des rats, en notant les doses qui sont
|étales a court terme et celles qui le sont aprés une longue exposition. On vérifie ensuite si la
concentration du produit dans la plante est inférieure ou non a ces seuils. Cependant,
comme pour plusieurs substances chimiques présentes dans l'alimentation, il n'existe pas

de moyens fiables pour prévoir les risques d’apparition d’effets toxiques a long terme.
2.3.1.3. Incertitudes scientifiques

L’intégration du transgéne dans le génome de I'héte est complexe et les risques de cette

intégration non maitrisée, peuvent étre définis selon Hilbeck et al., (2006 ) par :

» La mutation du géne récepteur par insertion du transgene peut perturber sa fonction.

» La juxtaposition du promoteur du transgéne dans des génes adjacents de la plante
pouvant modifier I'expression d’un gene.

= Des réarrangements aboutissant a la synthése de produits de génes non désirés.

= La répétition des séquences transgéniques pouvant augmenter linstabilité par

recombinaison homologue et la probabilité des réarrangements a l'intérieur du génome.
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= L'’incorporation du transgene dans un élément transposable lui permettant de se mouvoir

indépendamment du génome.

Les transgénes peuvent devenir silencieux ou inactifs au cours de la croissance et du

développement de la plante GM par (Ho, Ching, 2003) :

= des mécanismes de défense protégeant lintégrité de l'organisme, rendant inactif ou
silencieux le transgéne intégrant le génome.

= [linstabilité structurelle du transgene lui méme et sa tendance a se fragmenter.

= la présence d’endroits privilégiés pour réceptionner et recombiner le transgéne.

Différents effets tels que la suppression, le réarrangement, la répétition, la recombinaison
ainsi que linteraction de génes ont été observés pour des loci transgéniques (Yin et al.,
2004). Dans le méme contexte, les observations obtenues montrent, par rapport aux
cassettes décrites dans les données publiques, des délétions (MON810, GA21, Bt 176), des
recombinaisons (T25, Bt 176) et des répétitions de l'insert ou de I'élément génétique au sein
de l'insert ou dispersés dans le génome (125, GA21, Bt 176) (Collonnier et al., 2003).

L’instabilité des transgenes et une question majeure en matiére de sécurité, une variété GM
qui a changé son identité depuis sa caractérisation par la société obtentrice, rend non valide
tous les tests de sécurité ou toutes les évaluations qui auront pu étre faites. Cela peut rendre
impossible les tests réalisés pour identifier cette variété GM lors des contrlles ultérieurs,
apres son lancement et sa distribution et donc toute action de retrait du marché en cas de
découverte de dommages non prévus (Ceballos et Kastler, 2004).

2.3.1.4. Consideérations socio économiques et éthiques

Le principal argument de vente des plantes Bt réside dans 'attendue réduction des quantités
d’insecticides appliquées sur les cultures (Thirtle et al., 2003). De nombreuses études ont
montré qu’il existait une rentabilité lorsque I'on utilisait des plantes GM, notamment liée a
une réduction des colts des pesticides comme en Afrique du sud (Gouse et al., 2005), en
Espagne (Gomez-Barbero et Rodriguez-Cerezo, 2006 ; Demont et Tollens, 2004), en
Argentine (Hopp, 2004) contrairement aux Etats-Unis ou I'adoption de la culture du mais Bt a
eu un impact économique négatif (Fernandez-Cornej et Mc Bride, 2000). Ces études ont
cependant été réalisées sur une ou deux années de cultures transgéniques et il n’existe pour
I'instant pas d’études exhaustives sur les effets a long terme. Par ailleurs, les bénéfices
economiques sont difficiles a évaluer dans la mesure ou dans les pays en développement,

les semences ont été distribuées gratuitement (Gomez-Barbero et Rodriguez-Cerezo, 2006).
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Dans le cas du mais B, il faut noter qu'’il ne présente évidemment aucun intérét économique
en l'absence d’attaque de pyrale. Avec une attaque faible, I'agriculteur sera perdant par
rapport aux cultures conventionnelles. Donc, l'intérét économique des mais Bt ne peut
apparaitre que dans des zones ou les attaques de pyrale sont assez fortes et systématiques
(Gallais et Ricroch, 2006).

Une des questions éthiques les plus pertinentes réside dans I'appropriation du vivant par les
brevets. Le patrimoine génétique, longtemps considéré comme bien commun de '’humanité
est devenu en quelques années une ressource brevetable qui tendrait a encourager le
pillage des ressources génétiques et a renforcer le risque d’exclusion d’'une partie de
’humanité des avantages de la biotechnologie moderne. Les agriculteurs des pays en
développement seraient non seulement contraints de renoncer a la culture des variétés
traditionnelles au profit des cultures transgéniques, mais aussi d’étre dépendants des
multinationales qui imposeront leur monopole dans la commercialisation des semences
(Ouréye, 2006 ; Graham, 2001 ; Parayil, 2003 ; Charle, 2001). Des analyses ont montré que
les brevets dans les pays en développement et en Afrique en particulier sont détenus par
des multinationales sans aucune contre partie pour les pays en question (Grain, 2000). A
I'heure actuelle, la plupart des plantes transgéniques sont commercialisées par quelques
multinationales et 87% du marché de ces plantes est contr6lé par une seule entreprise,
Monsanto (Gallais et Ricroch, 2006). Cette main mise fait craindre 'émergence d’oligopoles
qui pourrait contréler le marché des semences et qui s’approprieraient progressivement les

ressources génétiques a partir desquelles les variétés végétales seraient développées

De plus, il est possible que les cultivateurs puissent perdre le droit de récupérer les graines
de leurs propres variétés, si ces variétés sont contaminées par des génes brevetés (Amand,
2004). Ainsi, les variétés locales sélectionnées, risqueraient de disparaitre impliquant une
érosion de la diversité génétique.

2.3.2. Evaluation des risques liés aux OGM
Les OGM sont des organismes réglementés a I'échelle internationale ou nationale. Les
cadres réglementaires utilisant le Protocole de Cartagena sur le Biosécurité mettent en jeu le

principe de précaution. Ce dernier peut se traduire par une interdiction totale ou partielle, un

moratoire ou une étude au cas par cas.
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L’application du Protocole repose sur quatre éléments clés : la mise en place d’un systeme
administratif, I'élaboration d’une législation traduisant tous les articles du Protocole,
'organisation des procédures d’évaluation et de gestion des risques et la mise en place des
mécanismes de participation du public.

Il faut noter que le Protocole se préoccupe surtout de la dissémination des OVM dans
'environnement et accorde peu d'importance aux produits issus des OVM, comme les
produits agroalimentaires, qu’ils soient en vrac ou préemballés ou sous forme de produits
transformés manufacturés. A cet effet et s’inspirant des textes réglementaires concernant le
Codex Alimentarius de la FAO, une politique d’étiquetage peut étre mise en ceuvre en
paralléle de celle relative au Protocole de biosécurité.

Dans tous les cas, évaluation et gestion des risques du protocole ou étiquetage, la
connaissance des transgénes reste indispensable pour l'identification et le contrble de tous
les OGM mis sur le marché. Leur détection cible soit le matériel génétique inséré soit la
protéine en résultant, le métabolite ou le phénotype, en exploitant leurs caractéristiques et

leur traduction.

2.4. Identification et détection des OGM

L’application d’'une méthode correcte d’échantillonnage est importante pour la fiabilité du
résultat, surtout quand il s’agit d’évaluer la conformité ou non d’un lot en vue de I'accepter ou
de le refuser en fonction du risque d’erreur. Lors de la quantification d’'un caractére donné,
trois sources d’erreur peuvent survenir : le procédé d’échantillonnage, la manipulation de
I'échantillon et I'exactitude et la précision de la méthode d’analyse (FAO/OMS, 2004).
Minimiser ces types d'erreurs est nécessaire pour garantir une meilleure précision et

exactitude du résultat final de I'analyse.

2.4.1. Echantillonnage
Pour toutes les méthodes d’échantillonnage, il est important que les échantillons prélevés

présentent collectivement les mémes caractéristiques du lot dont ils proviennent. Un

échantillon représentatif est défini comme un échantillon sélectionné en utilisant une
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méthode d’échantillonnage simple et aléatoire, celle-ci implique que chaque masse du lot a
la méme chance de figurer dans I'échantillon (Remund et al., 2001).

2.4.1.1. Plan d’échantillonnage

C’est un ensemble de regles selon lesquelles un lot doit étre contrdlé et évalué et comprend
la démarche a suivre pour choisir, prélever, séparer des échantillons a partir d’'un lot, en vue
d’obtenir I'information recherchée de fagon qu’une décision sur le lot puisse étre prise. La
plupart des procédures supposent le choix d’'un échantillon (ou de plusieurs) dans un lot, son
contrdle et la décision concernant le lot selon le résultat obtenu. La définition précise d’une
procédure d’échantillonnage en vue d’acceptation nécessite la sélection de critéres comme
le caractere a mesurer, la taille du lot, un plan par attributs ou par mesures, le niveau de
qualité limite (QL) pour des lots isolés ou le niveau de qualité acceptable (NQA) pour une
série continue de lots, le niveau de contréle, la taille de I'échantillon, les critéres en vue
d’acceptation ou de rejet du lot et les procédures a adopter en cas de litige

Dans I'estimation d’'un parametre, I'erreur d’échantillonnage —partie de I'erreur totale- est due
a tout ou partie des parametres tels que I'hétérogénéité des caracteres controlés, la nature
aléatoire d’un échantillonnage, les caractéristiques connues et acceptables des plans
d’échantillonnage

2.4.1.2. Hétérogénéité des caracteres contrélés

L’échantillon a analyser peut étre homogéne ou hétérogene pour le caractére a analyser. Si
I'échantillon est un mélange de particules GM et non GM, on dira qu’il est hétérogéne (formé
de deux types de particules). Dans un échantillon hétérogéne, la distribution des particules
GM peut étre uniforme ou non. Quand la distribution n’est pas uniforme les particules GM
sont groupées en masse compacte dans des zones particuliéres du lot.

Dans les phases ultérieures de I'échantillonnage, ou I'échantillon est réduit en taille, la
distribution du matériel GM est souvent considérée uniforme a condition que I'échantillon soit
mélangé de fagon approfondie. Cependant a travers le processus de broyage des graines
ainsi que l'extraction de 'ADN, des changements dans les proportions GM / non GM peuvent
étre introduites. Cet effet peut étre plus profond au cours de I'étape de I'extraction. La
distribution des copies d’ADN GM ou non GM dépend de la ploidie des tissus .En outre il
peut y avoir des différences quantitatives et qualitatives entre 'ADN extrait a partir des tissus
de réserve comparé a 'ADN extrait des tissus embryonnaires (NCM, 2004).
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2.4.1.3. Protocole de I’échantillonnage

Quelques définitions utiles (Kay et Paoletti ,2001) :

Echantillon primaire : portion prélevée sur un lot au 1° stade de I'échantillonnage. Il

s’agira d’'un élément prélevé sur un lot de produits préemballés ou de lot en vrac.

Echantillon composite : combinaison de tous les échantillons primaires du lot.

Echantillon de laboratoire : fraction de [I'échantillon composite obtenue par

échantillonnage aléatoire, testée au laboratoire d’analyse (partie ou totalité).
Echantillon test : portion de I'échantillon de laboratoire obtenu quand celui est reparti ou

réduit en taille pour I'analyse (processus d’extraction).
Echantillon d’analyse : partie de I'échantillon test qui est entierement analysée lors de la

réaction d’essai.

Selon Kay et Paoletti (2001), I'échantillonnage des produits agricoles non transformés

s’articulent sur les étapes suivantes :

Formation de I'échantillon composite : Il est obtenu en combinant les échantillons

primaires prélevés selon les principes décrits pour les graines (normes ISO) et les
semences (Regles de I'ISTA). Il doit étre formé d’au moins 30 échantillons élémentaires
et d’étre 20 fois plus large que I'échantillon de laboratoire.

Formation de I'échantillon de laboratoire : |l est obtenu par le biais d’'un échantillonnage

aléatoire, en mélangeant tous les échantillons élémentaires suivi de divisions a des
portions de plus en plus petites (1/2 ,1/4 ...).
Formation de I'’échantillon test : Apres le broyage et 'homogénéisation de I'’échantillon de

laboratoire, une portion (poudre de I'ordre de 1 g) produira I'’échantillon test.
Formation de 'échantillon d’analyse : Dans le cas d’'une PCR, l'obtention de 'ADN de

I'échantillon test caractérise I'échantillon d’analyse (Kay et Paoletti, 2001).

Taille de I'échantillon de laboratoire

Si I'échantillon composite est bien mélangé puis divisé correctement, I'échantillon de

laboratoire est obtenu par un processus de sélection aléatoire. La taille (nombre de graine)

de I'échantillon de laboratoire a analyser peut étre déterminée par la limite supérieure en

OGM pour chaque quantité (taille) de graines formant I'échantillon a des niveaux de
probabilité de 90% , 95% et 99% suivant une distribution binomiale (Tableau 3).
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Tableau 3. Détermination de la taille de I’échantillon en utilisant la distribution binomiale

. Niveau de probabilité
Nombre de graine

90% 95% 99%

100 2,28% 2,95% 4,50%
200 1,14% 1,49% 2,28%
300 0,76% 0,99% 1,52%
400 0,57% 0,75% 1,14%
800 0,29% 0,37% 0,57%
1200 0,19% 0,25% 0,38%
2000 0,12% 0,15% 0,23%
2500 0,09% 0,12% 0,18%
3000 0,08% 0,10% 0,15%
6000 0,04% 0,05% 0,08%
10000 0,02% 0,03% 0,05%

Source, Kay et Paoletti ,2001
Sur le site web USDA GIPSA, une théorie de I'échantillonnage est discutée pour la détection
des graines biotechnologiques, suggérant que pour la détection de 0,1-5% d’échantillon
biotechnologique, les tailles des échantillons de laboratoire doivent étre comprises entre 881
et 18 g pour une probabilité de 95% et 27-1354 g pour 99 % (Tableau 4) (GIPSA, 2000).

Tableau 4. La taille des échantillons optimaux

Concentration Nombre de graine Poids approximatif (g)
des graines GM (%)
95% 99% 95% 99%
0,1 2995 4603 881 1354
0,5 598 919 176 271
1,0 299 459 88 135
2,0 149 228 44 68
3,0 99 152 30 45
4,0 74 113 22 34
5,0 59 90 18 27

Pour les tests qualitatifs, la taille des échantillons peut étre déterminée par une formule
relativement simple. Compte tenu de la limite supérieure en OGM et la probabilité de
détection, la taille de I'échantillon est calculée avec la formule suivante:

N = log (1-(G/100))/log (1-(P/100))

-N est la taille de I'échantillon (nombre de graine).

-G est la probabilité (en pourcentage) qu’au moins une graine génétiguement modifiée sera présente
dans I'échantillon de laboratoire.

-P est le pourcentage de graines génétiquement modifiées dans I'échantillon de laboratoire
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Kay et Paoletti (2001) suggerent que I'échantillonnage doit étre réalisé conformément aux
norme 1ISO 13690 (ISO, 1999a) et norme ISO 6644 (1ISO, 2002).

ISO 13690 : échantillonnage des lots statiques en vrac des grandes cultures et moutures. I

concerne I'échantillonnage des lots de légumineuses et de produits de monture dont la taille
maximale est de 500 tonnes. Le protocole porte sur I'échantillonnage manuel ou mécanique
sur des profondeurs allant de 3m a 12m. Chaque échantillon doit étre formé d’au moins 3000
graines afin de respecter la limite de détection et de révéler 'hétérogénéité potentielle du lot.

Echantillonnage des sacs : Les échantillons élémentaires sont pris des différentes parties du
sac (haut, milieu et bas) a l'aide de lance a sac. Pour le taux d’échantillonnage, il n’existe

aucune indication concernant la taille minimale ou maximale des sacs (Tableau 5).

Tableau 5. Détermination du nombre de sac a échantillonner

Nombre de sac dans le lot Nombre de sac a échantillonner

Jusqu’'a 10 Chaque sac
104100 10 choisi au hasard
Plus de 100 Racine carré du nombre totale des sacs

Echantillonnage de wagons sur rail ou route, camions, péniches ou navires. Chaque wagon
est échantillonné conformément au schéma présenté en figure 11 présentant le nombre et

I'emplacement des échantillons élémentaires a prendre en fonction de la taille du lot.

@ @ L L @
@ o @
o o L @ ®
A 15 tonnes 30 tonnes -10 point d’échantillonnage
5 points d’échantillonnage 30 a 500 - minimum 11 points

Figure 11. Echantillonnage a partir de wagons, camions, péniches ou navires

Echantillonnage des silos, des entrepbts et des bacs. Les graines sont échantillonnées a
I'aide d’un systeme de grille, et le nombre minimal d’échantillons élémentaires a prélever est
déterminé comme suit : la racine carrée du tonnage divisé par 2 et arrondi a I'entier le plus

proche.
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Dans les trois cas, les échantillons élémentaires sont combinés soigneusement pour former
I'échantillon composite. La taille de I'échantillon de laboratoire est déterminée selon le type

et 'exigence du test, mais le minimum recommandé est de 1 Kg.

ISO 6644 : échantillonnage des céréales et des produits de moutures en mouvement. Cette

méthode est applicable a toutes les profondeurs de masse des céréales et des produits de
moutures céréalieres. Un appareil d’échantillonnage mécanique est utilisé pour prélever
I'échantillon élémentaire ou une série, a partir d’un lot de fagon continue, intermittente et a
maintes reprises. Le dispositif de prélévement doit étre capable de prendre des échantillons
élémentaires de I'ensemble de la section transversale, ou autant que possible. L'ISO 6644
est utilisé pour les lots en vrac dépassant 12 m de profondeur. La taille maximale des lots est
de 500 tonnes et celle de I'échantillon élémentaire est de 1kg pour I'échantillonnage
discontinu. Une taille maximale de 100 kg, pour I'’échantillon composite est recommandée
pour un taux d’échantillonnage de 1 échantillon /5 tonnes.

2.4.1.4. Echantillonnage des semences

Les regles de I'ISTA sont recommandées pour I'échantillonnage afin de détecter des
semences GM dans des lots conventionnels et de prendre un échantillon de laboratoire
d’environ 3000 graines pour un seuil de détection compris entre 0,3 et 0,7 % (NCM, 2004).
Ces regles stipulent que la taille maximale des lots de semences a échantillonner est jusqu'a
40 tonnes pour le mais et 10 tonnes pour le colza. Aucune information sur la taille minimale
du lot de semence n’est mentionnée. La fréquence d’échantillonnage varie de 3 échantillons
élémentaires par conteneur pour les petits conteneurs (tableau 6), a 1 échantillon par 700g
pour les grands conteneurs ou semence en vrac (Tableau 7).

Tableau 6. Exigence d’échantillonnage pour les sacs de semence ou de conteneurs de taille

similaire contenant au moins 15 Kg mais pas plus de 100 Kg de semence.

Nombr nteneur - )z . 1 s
ombre de conteneurs Le nombre minimal d’échantillon élémentaire a prendre

dans le lot
1-4 3 échantillons élémentaires pour chaque conteneur
5-8 2 échantillons élémentaires pour chaque conteneur
9-15 1 échantillon élémentaire pour chaque conteneur
16-30 15 échantillons élémentaires pour le lot de semence
31-59 20 échantillons élémentaires pour le lot de semence
60 et plus 30 échantillons élémentaires pour le lot de semence
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Tableau 7. Exigence d’échantillonnage pour les grands conteneurs ou semence en vrac

Taille du lot Le nombre minimal d’échantillon élémentaire a prendre

Jusqu'a 500Kg Au moins 5 échantillons élémentaires

501-3 000 Kg 1 échantillon élémentaire pour chaque 300 Kg mais pas moins de 5
3001-20 000Kg 1 échantillon élémentaire pour chaque 500 Kg mais pas moins de 10
20 001 Kg et plus 1 échantillon élémentaire pour chaque 700 Kg mais pas moins de 40

Lorsque les conteneurs de semences ont une contenance inférieure a 15 Kg de semences,
une masse de 100 Kg est prise comme unité de base et les petits conteneurs sont combinés
pour former une unité d’échantillonnage ne dépassant pas cette masse. Pour ces unités de

base on utilise les procédures d’échantillonnage prescrites dans le tableau 6.

L’instrument utilisé pour I'échantillonnage doit étre capable d’atteindre toutes les parties du
lot .Les échantillons sont généralement pris a I'aide de lances, et celle-ci vont des petites
lances aux grands instruments multi-cloisonnés. Les échantillons élémentaires doivent étre a
peu prés de la méme taille. Une fois que tous les échantillons sont prélevés et semblent étre
uniformes, ils sont combinés pour former I'échantillon composite. Dans le laboratoire,
I'échantillon composite est complétement mélangé puis réduit pour former I'échantillon de
laboratoire.

2.4.1.5. Echantillonnage des produits alimentaires emballés

Les procédures décrites dans les normes ISO 2859 (ISO, 1999b) sont recommandées pour
les produits alimentaires emballés (les cookies par exemple) (Querci al., 2007).

2.4.1.6. Echantillonnage des PGM

L’échantillonnage est fait a partir de plantes aléatoirement distribuées dans toute la récolte et
non concentrées dans une partie ou un secteur du champ. Un tracé en W dans le champ doit
fournir une diffusion appropriée de I'’échantillonnage. Pour les plantes en croissance, une
feuille doit étre prélevée prés du sommet de la plante et étre placée dans un sachet en
plastique neuf et propre, en utilisant des gants jetables. Il n’est, cependant, pas nécessaire
d’employer différents sacs pour différents échantillons de feuilles (LUbeck, non daté).
L’assurance que I'’échantillon est représentatif dépend de deux facteurs :
= Le plan de prélevement: I'« échantilon du champ », doit étre statistiquement
représentatif du plus grand lot de matériel, et de taille suffisante pour permettre I'analyse
a la sensibilité désiree.
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= L|’échantillon analysé en laboratoire : nommé « échantillon analytique » doit étre
représentatif de I'échantillon du champ soumis a I'analyse.

2.4.2. Méthodes de détection moléculaires

2.4.2.1. Généralités

A I'heure actuelle, la méthode basée sur la détection de 'ADN GM la plus utilisée est la PCR
(Polymerase Chain Reaction).Elle consiste a multiplier, par voie enzymatique, le fragment
d’ADN recherché. La détection est possible grace a l'effet amplificateur de la réaction
(synthése de millions de copies du fragment) qui met en évidence le fragment d’ADN
recherché, pour autant qu’il soit présent dans l'extrait (Berben et al, 2000). C’est une
méthode de laboratoire chére, et demande de la technicité et des conditions de travail
rigoureuses. Néanmoins, elle est plus sensible (10 a 100 fois) et plus spécifique que les
méthodes basées sur la détection des protéines.

Les principaux éléments qui déterminent le niveau de spécificité de la PCR sont les amorces
et plus particulierement la sélection des éléments auxquels les amorces sont orientées. Par
conséquent, la disponibilité d’'une information précise et compléte est une condition préalable
au développement de méthodes spécifiques basées sur la détection de 'ADN (Holst-densen
et al.,, 2003). Quatre niveaux de spécificité peuvent étre obtenus par la méthode PCR (Figure
12) (Miraglia et al., 2004) :

Génome insert Génome
plante [ I plante
—‘ promoteur gene | terminateur —

<>
<> )\ J 1 J1 JL ]\ ] L ]
4 1 3 2 3 1 4

Figure 12. Niveaux de spécificité des amorces pour la détection des OGM par PCR

= 1: Les méthodes les moins spécifiques sont appelées méthodes de criblage et
concernent des éléments d’ADN cibles, tels que les promoteurs et les terminateurs qui
sont présents dans de nombreux OGM.

= 2 :concerne les méthodes spécifiques aux genes qui ciblent une partie de I’ADN du gene
actif associé a la modification génétique. Par exemple, le géne Bt ou le géne EPSPS. Ce
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niveau permet de fournir des informations sur le caractére de 'OGM mais aucune
information sur son autorisation, car le géne détecté peut étre utilisé dans plusieurs
évenements de transformation indépendants.

= 3:concerne les méthodes spécifiques aux constructions qui ciblent la jonction entre deux
éléments d’ADN, tel que le promoteur et le géne actif. Cependant, une méme
construction génétique peut servir a la transformation de plusieurs espéces et étre a
I'origine, pour une méme espeéce, de plusieurs OGM (Ricroch et al. 1998), comme c’est le
cas du mais MON 809 et MON 810 ayant été transformés par le méme plasmide (Agbios,
2009).

» 4 :la plus haute spécificité est percue lorsque la cible est la jonction, située au niveau du
site d’intégration entre 'ADN inséré et le génome hé6te donnant une séquence
nucléotidique unique puisque lintégration de la construction transgénique dans le
génome de la plante se fait de fagon aléatoire (Thomas et al., 1994 ; Jacobs et al., 1995).
Ces méthodes sont spécifiques aux événements de transformation.

2.4.2.2. Criblage et identification

Le criblage et lidentification sont couramment réalisés par la PCR conventionnelle. Pour le
criblage, les amorces ciblent les promoteurs et les terminateurs, les plus frequemment
rencontrés étant originaires d’Agrobacterium tumefaciens et du virus de la mosaique du
chou-fleur (CaMV) (Hemmer, 1997). Sur 66 cultures GM analysées, 62 contiennent au moins
un élément génétique provenant de ces deux organismes (Basts ,2003). D’'un point de vue
pratique, les méthodes de criblage sont utilisées pour une réduction rapide du nombre
d’échantillons a tester par la détection directe des échantillons négatifs.

Pour lidentification des OGM, les amorces sont spécifiques soit aux génes, permettant
I'identification des caractéres introduits ; des constructions ou des événements de
transformation (Griffiths et al., 2003).

2.4.2.3. Quantification

Cette étape consiste en la détermination de la quantité exacte des OGM présents dans
I'échantillon et I'évaluation de la conformité au niveau d’un certain seuil. Plusieurs facteurs,
comme les caractéristiques de ’ADN cible, le niveau d’optimisation de la réaction ainsi que
d’autres facteurs de cinétique intrinséque affectent I'efficacité de la réaction PCR, conduisant
a la perte des caractéristiques de proportionnalité entre la quantité d’ADN modele initial et le
produit final de la PCR vers la fin de la réaction. Pour contourner cette limite de la PCR
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conventionnelle d’autres techniques ont été développées afin d’établir un lien plus fiable
entre la concentration initiale de 'ADN cible et la quantité de produit final de la PCR (Querci
et al., 2007) comme la PCR compétitive et la PCR en temps réel (Engel et al., 2006).

PCR compétitive

Cette méthode est basée sur la co-amplification de la matrice d’ADN cible et d’'une quantité
donnée d’ADN standard interne (compétiteur) portant les mémes sites de fixation d’amorces.
Etant donné que la quantité initiale du compétiteur est connue et que les niveaux
d’amplification de la cible et de 'ADN compétiteur sont les mémes, la quantité des deux
produits PCR, est représentative du taux d’ADN cible et des compétiteur présents dans
I'échantillon a analyser avant la réaction d’amplification (Weighardt , 2006).

PCR en temps réel

Les systemes de PCR en temps réel reposent sur la détection et la quantification d’'un
émetteur fluorescent pendant le processus d’amplification. L'augmentation du signal
fluorescent est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons produits (Poitras et
Houde, 2002). La détection quantitative en temps réel des amplicons utilise les agents se
liant a 'ADN double brin, comme le colorant SYBR Green (Morrison et al., 1998) ou les
sondes fluorescentes comme les amorces scorpion (Whitcombe et al., 1999), les balises
moléculaires (Tyagi et Kramer, 1996), les sondes de transfert entre molécules fluorescentes
(Wittwer et al., 1997) et les sondes de dégradation TagMan qui semblent étre les plus
utilisées (Heid et al., 1996 ; Poitras et Houde, 2002).

La quantification des OGM implique I'analyse d’'un ensemble complet de normes (calibreurs)
comme les ADN génomiques ou plasmidiques, qui fournissent une courbe d’étalonnage. Les
résultats obtenus pour les différents échantillons a tester sont comparés a cette courbe
étalon pour déterminer leurs concentrations en ADN (Jasbbeer et al., 2008).

2.4.2.4. Autres méthodes moléculaires

Puce a ADN (DNA chips)

La technologie des puces a ADN, connue sous le nom « microarray » permet I'analyse
simultanée de plusieurs amplicons en une seule réaction (Elenis et al., 2008). Elles sont

constituées d’'un ensemble de sondes immobilisées sur un support en verre, en plastique ou
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en silinium, complémentaires des séquences a détecter (Deisingh et Badrie, 2005 ;
Zammatteo et al., 2000). Les sondes sont distribuées sur des milliers de zones de réaction
aboutissant a une densité de 10° sites / cm? (Wang, 2000).

Plusieurs types de puces sont congues pour la détection des OGM : pour le criblage, avec
des sondes spécifiques des promoteurs et des terminateurs les plus utilisés; pour
I'identification de 'OGM ; pour la détection des espéces (Xu et al., 2006) ; pour l'identification
de 9 évenements de transformation autorisés et commercialisés pour le mais, le colza et le

soja, avec des limites de détection de I'ordre de 0,1% (Leimanis et al., 2006).

Les avantages de cette technologie sont : la miniaturisation, la haute spécificité, la rapidité
de criblage, la flexibilité car de nouvelles sondes peuvent étre ajoutées et la possibilité de
fournir des informations sur les OGM inconnus (Leimanis et al., 2006 ; Rodriguez-Lazaro et
al., 2007).

PCR-ELISA

Cette méthode est basée sur I'hybridation en phase liquide des produits de la PCR biotinilés
avec des sondes marquées a la digoxigénine. L’hybridation spécifique des fragments d’ADN
marqués a la biotine et a la digoxigénine sera quantifiée par une analyse ELISA qui consiste
en une capture des hybrides formés sur une microplaque a 'aide de la streptavidine (Liu et
al., 2004). Cette technique permet I'analyse simultanée d’'un grand nombre d’échantillons
(Laetitia et al., 2003).

2.4.2.5. Limites de détection et de quantification

Les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) sont définies comme étant les plus
faibles quantités que I'on peut détecter et quantifier de maniére fiable. Ces deux limites sont
spécifiques aux méthodes et dépendent de I'échantillon a analyser (Miraglia et al., 2004). En
effet I'efficacité de la PCR dépend de la qualité et la pureté de 'ADN qui varient du degré de
transformation de I'échantillon et de la méthode d’extraction de ’ADN utilisée. Trois types de
limite de détection et de quantification sont présentés (Berdal et Holst-Jensen, 2001) :

La limite absolue correspond au plus petit nombre de copies d’ADN GM détectable a une
probabilité d’au moins 95% de détection et de quantification correctes.
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La limite relative correspond au plus faible pourcentage de matériel GM qui peut étre
détecté/quantifié dans les conditions normales. Un nombre maximal de copie d’ADN de
référence est inclus pour déterminer la LOD relative (Holst-Jensen, non daté).

LOD absolue
LOD relative . ———— X 100%

REF max
REF Ma: correspond au nombre maximal de copie d’ADN de référence.

La limite pratique correspond a la limite appliquée a I'’échantillon qui est en cours d’analyse
(en tenant compte de la quantité d’ADN et la limite absolue) (Holst-Jensen, non daté).

LOD absolue
LOD Ppratique -——— X 100%

REF observé
REF °bseé - correspond au nombre de copie d’ADN de référence observé.

Pour les méthodes basées sur la détection de ’ADN, la LOD et la LOQ dépendent de la taille
du génome, du nombre de transgene insérés par génome, du type de matrice présente, de
I'efficacité de I'extraction et la sensibilité du test (Van Den Eede et al., 2002).

2.4.3. Méthodes de détection immunoenzymatiques

2.4.3.1. Les immuno-essais

Les immuno-essais sont des méthodes de détection des protéines par le biais d’anticorps qui
couplés a une enzyme peuvent étre détectés par réaction colorimétrique avec le substrat de
'enzyme. Les anticorps sont générés en injectant la substance a détecter, I'antigéne, a des
lapins ou des souris. Les anticorps sont purifiés, liés a une enzyme et utilisés en tant que
réactifs pour détecter la substance d’intérét.

Une condition requise pour I'élaboration de méthodes de détection immunologiques est de
disposer d’anticorps extrémement spécifiques dirigés contre la nouvelle protéine a détecter.
Les méthodes actuellement disponibles dans le commerce sont développées pour la
détection de la toxine Bt, qui conféere la résistance aux insectes, et la protéine EPSPS pour la
tolérance a un herbicide (Eyquem, 2006).

Ces immuno-essais sont relativement plus rapides, moins chéres et simples a mettre en

place. lls sont réservés aux produits consommés non transformeés (fruits, certains légumes,
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graines) ou ceux issus d’une légere transformation. Cependant, ces méthodes peuvent étre
utilisées pour la détection mais ne peuvent pas servir a l'identification d’'un événement de
transformation particulier car plusieurs lignées transgéniques produisent la méme protéine
d’intérét (Griffiths et al., 2003) .

Le test ELISA

Le test ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est un essai immunoenzymatique
utilisant un immunoreactif enzymatique (antigene ou anticorps) et un immunoadsorbant
(antigéne ou anticorps) lié a un support solide. La technique DAS-ELISA ou ELISA direct
mise au point par (Clark et Adams (1977) est la plus utilisée pour la détection des OGM
(Cochet et al., 1998 ; Stave, 2002).

Certains kits ELISA sont fournis avec des calibreurs (concentrations connues de I'analyte
cible en solution) et un témoin négatif (exempt d’analyte cible) pour l'interprétation visuelle et
instrumentale des résultats d’essai. Ces normes (calibreurs et témoin) montrent différentes
nuances de bleu aux différentes concentrations. En comparant la couleur de I'échantillon par
rapport aux normes, il est possible de déterminer visuellement la concentration de
I'échantillon. Cette interprétation est semi-quantitative. Alternativement linterprétation
quantitative est réalisée par la mesure de la densité optique de tous les échantillons et des
témoins. A partir de la courbe standard, on peut calculer alors la concentration des
échantillons (Libeck, non daté).

Les bandelettes de détection (strip test)

Les strip test sont considérés comme une variante de la méthode ELISA (Ahmed, 2002).
Chaque bandelette est constituée de trois composantes : un réservoir du tampon contenant
un anticorps marqué (couplé a une particule colorée : or colloidal ou latex), une fenétre de
lecture du résultat et d'un filtre de couverture (Figure 13a). L'essai est effectué en insérant
une bandelette dans un microtube contenant la solution a tester, elle comprend I'extrait du
tissu végétal obtenu par broyage des feuilles ou des graines. La solution se déplace vers le
haut par capillarité jusqu’a atteindre le réservoir du tampon solubilisant ainsi les anticorps
spécifiques marqués qui se lient a la protéine transgénique cible et forment un complexe
anticorps-analyte. (Fig.13b) (Ahmed, 2004). La présence d'une ligne simple (ligne de
contréle) sur la membrane indique un résultat négatif et la présence de deux lignes indique
un résultat positif. Ces bandelettes de détection sont des techniques qualitatives ou semi
quantitatives. En suivant les procédures appropriées d'échantillonnage, il est possible
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d'obtenir, a une probabilité de 99%, un intervalle de confiance d’au moins 0,15 % d'OGM
pour un lot donné (LUbeck, non daté). Ce sont des tests simples, économiques, rapides,
appropriés comme méthodes de dépistage précoce dans la chaine alimentaire et nécessitent
un minimum de formation et d’équipement (Van Den Bulcke et al. 2007).
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Figure 13 : Principe des tests bandelettes (source : Ahmed, 2002, modifié).

2.4.3.2. Méthode de Western Blot

Le western blot est une méthode trés spécifique qui fournit des résultats qualitatifs et permet
de savoir si un échantillon contient la protéine cible au-dessous ou au-dessus d'un seuil
prédéterminé (Lipton et al., 2000). Cette méthode est particulierement utile pour I'analyse de
protéines insolubles (Brett et al., 1999 ) .

De plus, les problemes de solubilisation, agrégation et coprécipitation de la protéine cible

avec d’autres protéines sont a écarter puisque la séparation des protéines s’effectue dans
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des conditions de dénaturation (Sambrook et Russel, 2000). Toutefois, cette méthode est
plus adaptée aux recherches appliquées que pour les essais de routine (Ahmed, 2002).

Les échantillons a analyser sont solubilisés avec des détergents et des agents réducteurs,
puis séparés par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence du sodium dodécyl
sulfate (SDS). Ces composants sont ensuite transférés sur un support solide, généralement
une membrane de nitrocellulose, dont les sites d'interactions non spécifiques avec les
anticorps sont bloqués. Ces sites spécifiques sont ensuite sondés avec des anticorps (soit
un antisérum polyclonal a haut titre ou un mélange d’anticorps monoclonaux dirigés contre
les épitopes antigéniques dénaturés). Enfin, ces anticorps couplés a leurs protéines cibles
sont colorés par le nitrate d'argent ou par un deuxiéme réactif immunologique comme la
protéine A couplée a la peroxydase ou la phosphatase alcaline (Sambrook et Russel, 2000).
Les limites de détection de cette méthode varient entre 0,25% pour les semences et 1%
pour la farine grillée (Yates, 1999).

En général, 'immundétection présente 2 inconvénients. La détection d’'une protéine n’est
possible que si le transgéne s’est exprimé, ce qui n'est pas toujours le cas dans les
conditions de culture des PGM en plein champ. De plus, si le transgene ne code pas une
nouvelle protéine. De plus, les traitements et les transformations subis par 'TOGM auront des
effets importants sur la dénaturation de la protéine comme la modification de sa structure
(Deisingh et Badrie , 2005).
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Matériel et méthodes



3. Matériel et Méthodes

3.1. Echantillons de mais

Les échantillons testés au cours de cette étude concernent le mais sous forme de graines et

de feuilles destinés aux cultures, a l'alimentation humaine et animale. Au total, 45

échantillons ont été collectés (Tableau 8).

Tableau 8. Présentation des caractéristiques des échantillons de mais analysés.

Destination Code Marque/Variété Provenance
P1 Boom magic Amérique latine
P2 Circus Argentine
P3 Three star Argentine
P4 Alicampo Argentine
P5 Premium Argentine
Alimentation humaine P6 Ploopie Argentine
(Pop corn)
P7 Tasty pop Argentine
P8 Primore Argentine
P9 Snack corps Argentine
F2 Circus Argentine
F3 Three star Argentine
F4 Ploopie Argentine
F5 Tasty pop Argentine
B 1 Del monte Chine
B2 Golden Land Chine
B3 Prince Chine
Alimentation humaine B4 Le jardinier Tailande
(Mais doux) B5 El mithali Tailande
B6 D’aucy UE
B7 Familia UE
B8 Princesse France
Alimentation humaine g { 3E 19 - -
et Agriculture
F16 —F17 - -
Alimentation animale A1 ONAB
A2 ONAB
A3 - ONAB
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3.1.1. Nature des échantillons

3.1.1.1. Mais destiné aux cultures et a I'alimentation humaine (Epis)

19 échantillons de mais destinés aux cultures ont été échantillonnés dans les différentes
régions du Nord Algérien. Les sept premiers (E2 a E8) ont été collectés en 2007 dans les
régions réparties sur I'axe routier Tipaza - Annaba. (Tipaza, Alger, Boumerdes, Tizi-Ouzou,
Bejaia, Skikda et Annaba). L’échantillon E1, provenant du sud algérien, peut étre considéré
comme le contréle négatif car il est issu d’'une sélection classique. Les onze échantillons
restants (E9 a E19) ont été collectés en Juillet 2008 en prospectant les régions suivantes:
Bordj El Kiffan, Dergana, Ain Taya, Sercouf, Douaouda, Tipaza, Bordj bouarrerij et Hraoua.

D’apres les bases de données de Agbios (2009), les concentrations les plus élevées de
certaines protéines transgéniques ont été révélées dans les tissus foliaires. Pour cela un
test de germination a été mené sur les deux échantillons E 16 et E17 avec 200 graines pour
chacun. Apres germination des graines (967. et 987. respectivement), nous les avons laissé
croitre jusqu' a atteindre le stade deux feuilles .Ces dernieres ont été prélevées pour
constituer les échantillons F16 et F17.

3.1.1.2. Mai's destiné a I'alimentation humaine

Les échantillons de mais destinés a l'alimentation humaine utilisés dans cette étude se

présentent sous deux formes : du mais pop-corn et du mais doux en grain conditionné.

Nous avons collecté neuf échantillons de mais pop-corn (P1 a P9) de marques différentes et
qui sont tous issus d'Amérique Latine et spécialement d'Argentine (Tableau 8). Ces
échantillons sont importés par le secteur privé (annexe 4).

Un test de germination a été également mené sur quatre échantillons de pop-corn (P2, P3,
P4 et P5) avec 200 graines pour chacun. Aprés germination des graines (857, 967, 987 et
977. respectivement) nous les avons laissé croitre jusqu' a atteindre le stade deux feuilles.
Ces dernieres ont constitué respectivement les échantillons F2, F3 F4 et F5.

En ce qui concerne le mais doux en grain conditionné, huit échantillons (B1 a B8), de

marques et d'origines différentes, ont été collectés au niveau des supermarchés d’Alger
Centre. Trois d’entre eux proviennent de Chine, deux de Thailande, deux de I'Union
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européenne et le dernier de I'Union européenne et particulierement de France. Les

principaux importateurs de ces produits sont cités en annexe 5.

Pour tous les échantillons destinés a I'alimentation humaine, une attention particuliére a été
accordée a l'étiquetage mentionné sur I'emballage. Sur les neuf échantillons de mais pop-
corn, deux échantillons (P1 et P4) sont étiquetés "Sans OGM" ou "GMO Free". En ce qui
concerne les échantillons de mais doux, deux échantillons (B7 et B8) provenant de I'Union
Européenne, sont étiquetés " Sans OGM". Pour le reste des échantillons, aucune indication
quant a la présence ou l'absence d'OGM n'a été mentionnée.

3.1.1.3. Mai's destiné a I'alimentation animale

Trois échantillons de mais grain (A1, A2 et A3) destinés a l'alimentation animale ont été
collectés. Le premier a été échantillonné au début de I'année 2008, et les 2 autres vers la fin
de la méme année. Ces trois échantillons proviennent tous de I'Office National des Aliments
du Bétail (ONAB); les échantillons A1 et A2 proviennent de 'ONAB de Kouba tandis que le
troisieme échantillon provient de 'ONAB de Baba Ali.

3.1.2. Echantillonnage des lots

3.1.2.1. Collection des échantillons élémentaires

Au cours de cette étude, une attention particuliere a été accordée a I'étape de
I'échantillonnage afin d'obtenir des échantillons représentatifs des lots dont ils proviennent.
Cependant, vu l'impossibilité de pratiquer nous-mémes I'échantillonnage dans certains cas,
d’'une part, et le manque d'information sur la taille des lots initiaux, d’autre part, quelques
échantillons seulement ont été collectés conformément au protocole d'échantillonnage

recommandés tels que décrits pour la détection et I'identification des OGM.

Mai's destiné aux cultures et a I'alimentation humaine

Sur les 19 échantillons de mais destinés aux cultures, dix (E10 a E19) ont été échantillonnés
conformément au protocole d’échantillonnage des plantes génétiguement modifiées en
prélevant un épi (au lieu d'une feuille) de chaque plant, en sillonnant la parcelle en W, aller et
retour (LUbeck, non daté). Les neuf échantillons restants ont été achetés chez les détaillants
situés a proximité des champs.
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Mai's pop-corn destiné a I'alimentation humaine

Deux échantillons de mais pop-corn (P6 et P7) sur neuf ont été échantillonnés conformément
a la norme 1ISO 13690 utilisée par Kay et Paoletti (2001). lls proviennent d’'un grossiste qui
disposait moins de 100 sacs pour chaque marque de mais pop-corn. La norme ISO 13690
préconise I'échantillonnage de 10 sacs, choisis au hasard, dans un lot contenant de 10 a
100 sacs. Au total, 10 sacs pour chaque marque ont été échantillonnés en prélevant 3
échantillons élémentaires pour chaque sac en différents points (haut, milieu et le bas).

3.1.2.2. Formation des échantillons composites

D'apres les étapes de I'échantillonnage décrites précédemment, I'échantillon composite doit
étre 20 fois plus large que [I'échantillon de laboratoire. Pour cela, 30 échantillons
élémentaires (600 graines pour chacun) de chaque lot sont mélangés pour former
I'échantillon composite.

3.1.2.3. Formation des échantillons de laboratoire

Chaque échantillon composite formé est bien homogénéisé puis réduit en taille aprés
plusieurs divisions successifs jusqu’a atteindre la taille de 1000 graines pour chaque
échantillon de laboratoire.

Pour les autres échantillons, I'échantillonnage n'est pas significatif puisque nous ne
connaissions pas la taille des lots initiaux.

3.1.2.4. Broyage des échantillons de laboratoire

Pour tous les types d’analyse, excepté les biodosages, une étape de broyage est
nécessaire. Il faut en effet extraire les protéines ou 'ADN. Il est donc indispensable de
broyer les grains ou les feuilles. Pour que I'analyse soit fiable, il est extrémement important
d’homogénéiser le broyat afin d’avoir le méme pourcentage d’OGM partout (Bourbousse,
2006).

Pour chaque échantillon de mais a analyser, un échantillon de laboratoire de 1000 graines

est préparé. Ces graines sont moulues a l'aide d'un broyeur électrique jusqu'a l'obtention
d'une poudre fine bien homogénéisée.
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Au moment du broyage, le moulin devait étre nettoyé soigneusement lors du passage d'un

échantillon a 'autre afin d'éviter toute contamination entre les échantillons.

De plus, avant le broyage de chaque échantillon, environ 50 graines appartenant au nouvel
échantillon a broyer sont moulues avec le méme broyeur ; la poudre ainsi obtenue est
éliminée et le moulin est a nouveau nettoyé. C'est apres cette étape que le reste des graines
du méme échantillon, sont broyées (Tozzini et al., 2000).

Collection des échantillons élémentaires

- .

Selon la norme ISO 13690 Selon le protocole d’échantillonnage
pour les sacs de pop corn des PGM pour les échantillons

destinés a I'agriculture

l l

Combinaison de tous les échantillons élémentaires

|

Formation de I'échantillon composite

|

Homogénéisation suivit de plusieurs divisions successives

'

Formation de I'’échantillon de laboratoire

Figure 14. Schéma présentant les étapes de formation de I'échantillon de laboratoire
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3.2. Méthode de détection par criblage par PCR (Screening)

3.2.1. Obtention de I'ADN

3.2.1.1. Méthodes d’extraction utilisées

Au cour de cette étude, deux protocoles d'extraction de I’ADN a partir des graines de mais

ont été expérimentés, I'un a base de CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) et l'autre a

base du SDS (Sodium Dodecyl Sulfate).Ces deux protocoles comprennent plusieurs étapes

dont les plus importantes sont :

= La rupture des parois cellulaires en broyant le tissu végétal avec I'azote liquide (Anklam,
2002).

= Lalyse des membranes cellulaires en utilisant un détergent (CTAB ou SDS).

= L'inactivation des nucléases endogénes par I'ajout de 'EDTA.

= Elimination des polysaccharides par précipitation.

= Elimination des protéines par précipitation a l'acétate de potassium (pour le protocole a
base du SDS) ou par extraction au chloroforme (pour le protocole a base de CTAB).

= Enfin, solubilisation et concentration de I'ADN par précipitation a I'alcool ou au sel.

Protocole & base de CTAB

Cette méthode utilise comme détergent le CTAB selon le protocole préconisé par Somma
(2006). Les étapes et la composition des différents tampons sont décrites en planchel et

annexe 6 respectivement.

Protocole a base de SDS

Une deuxiéme méthode basée sur I'utilisation du SDS a été également réalisée (planche 2).
Elle est basée sur le protocole de Dellaporta et al., 1983 modifié par Tozzini et al., 2000. Les

réactifs et solutions utilisés sont décrits en annexe 7.
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Planche 1 : protocole d’extraction d’ADN a base de CTAB (Somma, 2006)

1. Transférer 100 mg d’'un échantillon homogéne dans un tube stérile de 1,5 ml pour micro
centrifugeuse.

2. Ajouter 300 uyl d’eau desionisée stérile et mélangez avec une tigette.

3. Ajouter 500 uyl de tampon au CTAB et mélangez avec une tigette.

4. Ajouter 20 pl de protéinase K (20 mg/ml), mélangez et placez dans un incubateur a 65 °C
pendant 30 a 90 minutes.

5. Ajouter 20 pl de RNase A (10 mg/ml), mélangez et laisser incuber a 65°C pendant 5 a 10
min.

6. Centrifuger pendant 10 min a environ 16 000 x g.

7. Transférer le liquide surnageant dans un tube pour micro centrifugeuse contenant 500 pl
de chloroforme. Mélangez pendant 30 secondes.

8. Centrifuger pendant 10 min a 16 000 x g jusqu’ au moment ou la séparation de phase se
produit.

9. Transférer 500 pl de la couche supérieure dans un nouveau tube de micro centrifugation
contenant 500 pl de chloroforme et mélangez.

10. Centrifuger pendant 10 min a environ 16 000 x g.

11. Transférer la couche supérieure dans un nouveau tube de micro centrifugation

12. Ajouter 2 volumes de solution de précipitation au CTAB et mélanger par pipetage.

13. Laisser incuber pendant 60 min a température ambiante.

14. Centrifuger pendant 5 min a 16 000 x g.

15. Jeter le liquide surnageant et dissoudre le précipitat dans 350 ul de NaCl (1,2 M).

16. Ajouter 350 pl de chloroforme et mélanger pendant 30 secondes.

17. Centrifuger pendant 10 minutes a 16 000 x g jusqu’a ce que la séparation de phase se
produise.

18. Transférer la couche supérieure dans un nouveau tube de micro centrifugation.

19. Ajouter 0,6 volume d’isopropanol et mélanger.

20. Centrifuger pendant 10 min a 16 000 x g puis jeter le liquide surnageant.

21. Ajouter 500 pl de solution d’éthanol froid a 70 % et mélanger délicatement.

22. Centrifuger pendant 10 min a 16 000 x g puis jeter le liquide surnageant.

23. Sécher les culots et dissoudre 'ADN dans 100 pl d’eau stérile desionisée.
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Planche 2 : protocole d’extraction d’ADN a base de SDS (Tozzini et al., 2000)

1. Ajouter 700ul du tampon d’extraction, composé de 50 mM Tris-Hcl pH 8, 10 mM.EDTA,
100 mM NaCl., 10 mM 2-mercaptoéthanol et 1 % SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), a 70
mg de la poudre de mais.

2. Incuber durant 10mn a 65°C.

3. Ajouter 200ul d’acétate de potassium (5M), mélanger au vortex et placer dans la glace

durant 10min.

4. Centrifuger a 12000 rpm pendant 10min a 4°C.

5. Prélever 400ul du surnageant, les transférer dans un nouveau tube de 1,5ml.

6. Ajouter un volume de 2-propanol, mélanger au vortex et centrifuger a 2.000 rpm pendant
10 min a 4°C.

7. Eliminer le surnageant, laver le culot 2 fois avec I'éthanol 70 %.

8. Enfin, le culot est séché puis dissout dans 50 ul d’eau desionisée stérile.
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3.2.1.2. Visualisation de I'ADN sur gel d'électrophorése

Les ADN génomiques extraits sont visualisés sur un gel d'agarose a 0,6%. Pour cela 0,36 g
d'agarose sont dissous dans 60 ml de tampon TBE 1X dont la composition est décrite en
annexe 8. Le mélange est chauffé jusqu'a ébullition dans un four a micro-onde permettant
ainsi la dissolution compléte de I'agarose. Apres refroidissement, 2ul de BET (0,5ug/ml) sont
rajoutés. Le meélange est versé dans un support dont les deux extrémités ont été
soigneusement fermées par du papier adhésif et dans lequel un peigne a été installé
préalablement.

Les extraits d'’ADN ont été mélangés au tampon de charge dont la composition est décrite en
annexe 8, raison de 8ul d'’ADN et 2ul de tampon. 10ul de chaque mélange sont déposés un
a un dans les puits du gel et sont mis a migrer 30 minutes a 100 volts. La visualisation des
profils électrophorétiques, est réalisée a l'aide d’un trans-illuminateur a Ultraviolet et le gel
est photographié avec un appareil numérique.

3.2.1.3. Détermination de la concentration et de la pureté de ’ADN

La quantification des ADN extraits a été réalisée par spectrophotométrie, une technique qui
consiste a quantifier 'ADN par la mesure d’une densité optique. En effet, 'ADN absorbe les
UV a la longueur d’'ondes de 260nm. La densité optique obtenue nous permet d'estimer la
quantité (concentration) d'ADN. Par ailleurs, les protéines absorbent les UV a une longueur
d’'ondes de 280nm. Le calcul du rapport de la densité optique de I'ADN sur celle des
protéines (DO2s0 nm/ DO2so nm) NOUs renseigne sur la qualité de 'ADN (pureté).

Pour cela 10 ul d’ADN ont été dilués dans 1990ul d’eau distillée puis exposés aux UV émis
par le spectrophotometre. La lecture de la densité optique est effectuée a 260 puis a 280 nm,

et la concentration en ADN est calculée par la formule suivante :

ADN (ug / pl)=D0260x 200 (facteur de dilution) x 50 ug / ml x 103

3.2.2. Mise au point de la technique PCR

Pour chaque échantillon, trois réactions PCR ont été mises au point. L'une pour évaluer la
qualité de I'ADN extrait et les deux autres pour détecter la présence du transgéne.
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3.2.2.1. Les séquences d’ADN ciblées

Détection du géne Zein spécifique au mais

Les amorces ZEIN 3 et ZEIN 4 (Promega) spécifiques du géne Zein du mais ont été utilisées

pour confirmer la présence et la qualité (amplifiabilité) de I'ADN extrait des échantillons a

analyser (Querci et Mazzara, 2006). Si I'ADN cible extrait est présent, intact et amplifiable,

on peut s'attendre a I'amplification d'une bande de 277 pb.

Détection du promoteur 35S et du terminateur nos

Les séquences les plus répandues pour la régulation d'un transgéne sont le promoteur 35S,

qui dérive du virus de la mosaique du chou-fleur CaMV, et le terminateur nos provenant

d’Agrobacterium tumefaciens.

L'identification de l'une de ces séquences régulatrices dans les échantillons de mais indique

la présence d'OGM (Querci et al., 2006). Pour cela les amorces p35s-cf3 et p35S-cr4 sont

utilisées pour la détection spécifique du promoteur 35S et les amorces HA-nos 118-f et HA-

nos 118-r pour détecter le terminateur nos (Lipp et al, 2001). Les amplicons escomptés sont

des fragments de 123 et 118 pb respectivement. Les deux paires d’amorces utilisées sont

décrites dans le Tableau 9 et leurs sites de fixation sont représentés en figures 15 et 16.

Tableau 9. Caractéristiques des amorces utilisées pour le screening (Querci et al., 2006)

Séquence Nom de Taille de S6 Taille de
. \ ' equence , .
cible l'amorce l'amorce I'amplicon
ZEIN 3 19pb AGTGCGACCCATATTCCAG
Zein 277 pb
ZEIN 4 21pb GACATTGTGGCATCATCATTT
p p35S-cf3 21 pb CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG
romoteur 123 pb
35S p35S-crd 25 pb TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC
orm HA-nos 118 | 24 PP GCATGACGTTATTTATGAGATGGG
erminateur 118 pb
nos HA-nos 118-r 24 pb GACACCGCGCGCGATAATTTATCC
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61
121

181
241

301
361
421
481
541
601
661
721

ccagttaggc
aaagtttctt

tgaattacgt

tttttatgat

gcgcaaacta

tgatacgcct
gcacttttcg
atatgtatcc
aatctgtagg
aaaatggggg
atgtttcctt
aactcgtacg

aaaatggcgg
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atacattcaa
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cttggttaaa
atttttcggc

Figure 15. Séquence du terminateur nos du géne Pat d’un mais transgénique selon l'acces
a la banque de gene N° AY123624.1(NCBI).
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Figure 16. Séquence 73 du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV) et sites d’hybridation
des amorces p35S-cf3 et p35S-cr4 selon le brevet WO2007024782 (NCBI).

3.2.2.2. Préparation des échantillons pour la PCR

Pour chaque échantillon d'ADN, une dilution est effectuée pour obtenir une concentration

finale de 10 ng/ul. Les réactifs nécessaires ainsi que leurs concentrations respectives dans

le mélange sont représentés dans le tableau 10.
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Tableau 10: Récapitulatif des concentrations en réactifs du milieu réactionnel (mix).

Réactif Concentration finale Quantité pour un échantillon
Eau deionisée stérile 32,75 i

Tampon PCR 10x 1x 5,00 pl

25mM de Mg Cl2 2,5mM 5,00 pl

4mM de dNTP 0,2mM 2,50 pl

Amorce sens 0,5uM 1,25 pl

Amorce antisens 0,5uM 1,25 pl

ADN polymérase Taq 0,025 U/pl 0,25 pl

Dans un microtube Eppendorf de 1,5ml, les réactifs précédemment cités sont rajoutés dans
l'ordre indiqué dans tableau 10 puis mélangés par pipetage. 2ul d'ADN sont ensuite rajoutés
dans chaque tube.

3.2.2.3. Réaction d'amplification

L'amplification est réalisée dans un thermocycleur programmable PTC 100 (Peltier Thermal
Cycler) de M.j.Research. Les différents programmes utilisés ont servis a amplifier
respectivement les séquences cibles du mais, du promoteur 35S du virus de la mosaique du
choux fleur et du terminateur Nos (Querci et al., 2006).

Programme PCR (ZEIN3 / ZEIN4)

Température Durée
Dénaturation initiale 95°C 3 mn
Dénaturation 96 °C 1mn
Hybridation 60°C 1mn
Extension 72 °C 45s
Nombre de cycles 40
Extension finale 72 °C 3mn

4°C oo
Programme PCR (p35S-cf3 / p35S-cr4)

Température Durée
Dénaturation initiale 95 °C 3 mn
Dénaturation 95 °C 25s
Hybridation 62 °C 30s
Extension 72 °C 45s
Nombre de cycles 50
Extension finale 72 °C 7 mn

4°C

oo




Programme PCR (HA-nos118-f/HA-nos118-r)

Température Durée
Dénaturation initiale 95 °C 3 mn
Dénaturation 95°C 25s
Hybridation 62 °C 30s
Extension 72 °C 45s
Nombre de cycles 50
Extension finale 72 °C 7 mn

4 OC [e]e)

3.2.2.4. Electrophorése des amplifias sur gel d’'agarose

Les produits de I'amplification du promoteur 35 S et du terminateur nos ont été séparés par
électrophorese sur gel d'agarose a 2,5 % dans du tampon TBE 1X. Ceux du gene Zein, ont
été séparés sur un gel a 1,5 % (Querci et al.,2006). A cet effet 12ul d'une solution contenant
5ul d'/ADN amplifié et 7yl de tampon de charge sont mis a migrer a 80 volts pendant 2

heures et en présence d’un marqueur de poids moléculaire (50 pb ladder).

La révélation est faite sous lumiére ultraviolette aprés coloration du gel dans une solution de
Bromure d'éthidium. Les photographies ont été réalisées a l'aide d’'un appareil photo

numérique.

3.3. Méthode de détection par bandelettes (Strip test)

Cette méthode est basée sur la détection des protéines transgéniques dans les produits peu
ou non transformés. Son principe permet, en quelques minutes, la confirmation du bon
fonctionnement des bandelettes, d'une part, et la détection de ces protéines recombinantes
d'autre part (Stave, 2002).

Au cours de cette étude, quatre protéines transgéniques (Cry1Ab, Cry1Ac, Cry9C et CP4-
EPSPS) codées par les genes les plus fréquemment utilisés dans la modification génétique
du mais, ont été détectées dans les différents échantillons collectés (graines et feuilles).

Chaque échantillon est testé par trois bandelettes différentes :

= Une permet la détection de la protéine CP4-EPSPS conférant la résistance a I'herbicide
Roundup Ready chez le mais RR.
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La deuxieme est spécifique a deux protéines Cry (endotoxines), Cry1Ab et Cry1Ac,
permettant ainsi leur détection dans le mais Bt

La troisieme bandelette détecte la protéine Cry9C produite par le mais StarLink (CBH-
351)

3.3.1. Préparation des échantillons

Le protocole fournit par les fournisseurs du kit de détection (Agdia) préconise les étapes

suivantes :

Broyer les graines en poudre fine (comme décrit dans le paragraphe 3.1.3)

Préparer des disques de 5mm de diamétre a partir des échantillons de feuilles a
analyser.

Transférer 20 a 259 de la poudre dans un bocal de 500ml. Concernant les feuilles,
déposer les disques préparés dans un mortier pour faciliter I'extraction.

Ajouter le volume nécessaire du tampon d'extraction SEB 4 (Sample Extraction Buffer)
selon le ratio préconisé par Agdia (Tableau 11) puis mélanger délicatement 10 a 15

secondes.

= | aisser décanter 30 secondes avant le test.

Tableau 11: Présentation de la taille de I'’échantillon de laboratoire et le volume du tampon

d’extraction nécessaire pour les tests bandelettes

Feuille

Graine

Taille de I'échantillon de
laboratoire

Une feuille par plant pour 100 plants

1000 graines

Taille du sous- échantillon

100 disques de 5 mm de diamétre

20 a 25 grammes

Nature du tampon SEB 4 SEB 4
d’extraction

Ratio 1:20 1:2,5
Quantité du tampon 40260 ml 40 a 60 ml
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3.3.2. Application du test

A l'aide d'une pipete jetable, transférer 500ul du surnageant dans un microtube Eppendorf
puis introduire la bandelette dans le tube (fleche vers le bas) en prenant soin de ne pas
submerger plus de 0,5 cm. |l faut attendre 5 a 10 minutes pour lire et interpréter les résultats
obtenus :

» Siune seule ligne apparait, la ligne de contréle, le test est négatif

» Si deux lignes apparaissent, la ligne de contr6le et la ligne test, le test est donc

positif.
» Siaucune ligne n'apparait, le test n'est pas valide.

Pour chaque série de test, deux contrbles, positif et négatif, ont été préparés selon le

protocole préconisé par les fournisseurs du kit (Agdia), puis testés avec les trois bandelettes
utilisées.

53



Résultats et discussions



4. Résultats et discussion

4.1. Détection par criblage par PCR (screening)

4.1.1. Comparaison des méthodes d’extraction d’ADN

4.1.1.1. Résultats obtenus

L’obtention d’'un ADN pur et de bonne qualité compte parmi les facteurs les plus critiques
pour une analyse PCR. Pour cela, deux protocoles d’extraction d’ADN basés sur I'utilisation
de deux détergents différents (CTAB et SDS) ont été réalisés. Pour les deux protocoles,
I'électrophorése sur gel d’agarose a 0,6 % a révélé la présence de bande de bonne intensité
pour tous les échantillons testés (Figure 17).

(b) Protocole a base de CTAB

Figure 17. Extraits d’ADN génomiques obtenus pour tous les échantillons
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La qualité et la quantité de ces ADN ont été estimées par spectrophotométrie en mesurant la
densité optique a 260 nm et en calculant le rapport D0260/ DO280 (Tableau 12).

Tableau 12. Présentation des valeurs des DO, de la pureté et de la concentration en ADN

Echantillon Protocole CTAB Protocole SDS
Do 260 D0260/D0280 r());/rzjentrat/on Do 260 55560/00 Conncs//zltlrat/on

E1 0,018 1,36 180 0,081 1,57 810
EZ2 0,020 1,41 200 0,073 1,65 730
E3 0,023 1,53 230 0,068 1,55 680
E4 0,028 1,64 280 0,053 1,52 530
ES5 0,025 1,56 250 0,088 1,64 880
E6 0,021 1,45 210 0,033 1,57 330
E7 0,027 1,58 270 0,061 1,74 610
ES8 0,031 1,51 310 0,049 1,67 490
EQ 0,049 1,61 490 0,042 1,59 420
E10 0,034 1,52 340 0,046 1,60 460
E 11 0,028 1,45 280 0,094 1,52 940
E12 0,032 1,62 320 0,059 1,63 590
E13 0,041 1,69 410 0,070 1,80 700
E 14 0,035 1,60 350 0,080 1,68 800
E15 0,024 1,50 240 0,057 1,65 570
E 16 0,041 1,46 410 0,053 1,75 530
E17 0,043 1,32 430 0,058 1,57 580
E 18 0,025 1,25 250 0,040 1,65 400
E19 0,046 1,30 460 0,042 1,55 420
P1 0,029 1,34 290 0,039 1,54 390
P2 0,016 1,33 160 0,044 1,45 440
P3 0,038 1,41 380 0,046 1,44 460
P4 0,032 1,28 320 0,039 1,48 390
P5 0,018 1,23 180 0,038 1,45 380
P6 0,028 1,27 280 0,035 1,57 350
P7 0,039 1,25 390 0,037 1,65 370
P8 0,040 1,31 400 0,045 1,70 450
P9 0,021 1,33 210 0,047 1,50 470
B1 0,046 1,30 460 0,050 1,56 500
B2 0,036 1,56 360 0,054 1,48 540
B3 0,047 1,42 470 0,045 1,60 450
B4 0,032 1,44 320 0,057 1,58 570
B5 0,044 1,41 440 0,061 1,45 610
B6 0,025 1,55 250 0,052 1,62 520
B7 0,030 1,33 300 0,055 1,43 550
B8 0,045 1,30 450 0,048 1,47 480
A1 0,040 1,32 400 0,045 1,56 450
A2 0,034 1,29 340 0,031 1,60 310
A3 0,025 1,20 250 0,047 1,42 470
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Sur le plan quantitatif, le protocole a base du SDS a donné de meilleurs résultats pour la
majorité des échantillons.

En effet ce protocole nous a permis d’obtenir des quantités d’ADN comprises entre 310 et
940 ng/ul. Cependant la qualité (pureté) de 'ADN obtenu, en comparaison avec la référence
d’'un ADN de bonne qualité, est moindre pour les deux protocoles.

Pour le protocole a base du SDS, les valeurs relatives du rapport D0260/ D0280 varient de
1,42 a 1,80 avec 30 échantillons sur 39 ayant des valeurs supérieurs a 1,50. Celles du
protocole a base de CTAB sont comprises entre 1,2 et 1,69 avec 26 échantillons ayant une
valeur inférieure a 1,5 (Tableau 12).

4.1.1.2. Discussion

Au cours de cette étude, deux protocoles d’extraction d’ADN ont été expérimentés. Pour les
deux protocoles, le broyage des échantillons dans un mortier préalablement stérilisé, en
présence d’azote liquide, a facilité la rupture des parois cellulaires (Anklam, 2002). La
dégradation des membranes cellulaires a été assurée par I'addition du SDS ou du CTAB afin
de libérer '’ADN dans le tampon d’extraction (Puchooa et Venkatasamay ,2005).

L’extraction d’ADN par le protocole de Tozzini et al., (2000), basé sur I'utilisation du SDS, se
récapitule par une lyse thermique, en présence du B-mercaptoethanol et I’'EDTA, suivie de
deux réactions de précipitation par 'acétate de potassium et l'isopropanol .Son étape clé est
la précipitation simultanée des protéines et des polysaccharides par des concentrations
élevées en acétate de potassium et en présence du SDS (Weising et al., 2005).

En effet, au cours de la phase de lyse par le SDS, les protéines et les polysaccharides sont
piégés dans un complexe revétu par le dodecylsulfate (Niu et al., 2008). Aprés addition de
I'acétate de potassium, ce complexe est précipité sous forme de potassium dodecyl sulfate
(Weising et al., 2005) apres substitution des ions sodium par les ions potassium (Dellaporta
et al.,1983 ; Niu et al., 2008). L’ADN reste alors en suspension. Les étapes de précipitation
et de purification de 'ADN sont accomplies par I'utilisation de I'isopropanol et I'éthanol.

Nous remarquons que cette méthode ne nécessite aucune extraction organique (Niu et al.,

2008 ; Weising et al., 2005) utilisant le chloroforme ou le phénol, ce qui représente un
avantage considérable par rapport aux autres méthodes (Weising et al, 2005). D’apres
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Weising et al. (2005), le protocole de Dellaporta et al., 1983 est une alternative raisonnable
des méthodes d’extraction au CTAB.

Cependant, selon Tanaka et lkeda (2002) et Somma (2006), les méthodes d’extraction au
CTAB sont fréequemment utilisées pour extraire 'ADN des végétaux et d’aliments qui en
dérivent. Ces méthodes mettent a profit les propriétés du CTAB, permettant ainsi
I'élimination des polysaccharides et des composés polyphénoliques qui affectent la pureté de
'’ADN. En effet, le CTAB est un détergent cationique qui forme un complexe insoluble avec
'ADN a faible teneur en sel (inférieure a 0,4 M) (Murray et Thompson ,1980). Dans ces
conditions de faible salinité, les contaminants de I’ADN ne précipitent pas et peuvent étre
enlevés par extraction hors la phase aqueuse au moyen du chloroforme. Ce dernier
dénature les protéines et facilite la séparation des phases aqueuses et organiques (Somma,
2006).

Une fois le complexe ADN/CTAB purifié, une étape de précipitation de ’ADN est réalisée. Au
cours de cette phase, 'ADN est libéré du détergent a 'aide d’une solution de précipitation
composée d’'un mélange de CTAB et de NaCl a une concentration élevée.

Sur le plan quantitatif, le protocole a base du SDS a donné de meilleurs résultats pour la
plupart des échantillons, en comparaisons avec le protocole a base de CTAB. Mais la qualité
(pureté) des ADN obtenus est moindre pour les deux protocoles utilisés avec une légére
différence. Pour le protocole a base du SDS, les valeurs relatives du rapport DO260/ DO280
se rapprochent de celle d’'un ADN de bonne qualité de référence rapportée entre 1,8 et 2.
Celles du deuxieme protocole sont un peu loin de cette référence. Cette qualité est liée a la
présence de contaminant de la suspension d’ADN par des substances, telles que les
protéines, les phénols (Sambrook et al, 1989) et les polysaccharides (Sambrook et al.,
1989 ; Murray et Thompson ,1980 ; Fang et al., 1992).

Ces polysaccharides rendent la préparation d’ADN trés visqueuse et inhibent I'activité des
enzymes (Do et Adams, 1991). Avec les phénols, ces derniers peuvent donc détériorer la
qualité de 'ADN ou inhiber les enzymes telles que les endonucléases de restriction et les
polymérases (Weising et Kahl, 1998). L'utilisation ultérieure de cet ADN, nécessite une étape
supplémentaire de purification (Fang et al, 1992 ; Sambrook et al., 1989 ; Murray et
Thompson ,1980). Cette haute qualité d’ADN est indispensable pour les méthodes d’analyse
d’ADN basées notamment sur l'utilisation d’enzymes de restriction (Vos et Kuiper, 1998).
Elle n’est cependant pas trés nécessaire pour les méthodes d’analyse basées sur
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'amplification enzymatique (Rafalski, 1998) du moment que la Taqg polymérase ne nécessite
pas un ADN de haute qualité (Ovesna et al., 2002).

4.1.2. Amplification des séquences cibles

4.1.2.1. Amplification du gene Zein

La paire d’'amorce ZEINB/ZEIN4 est utilisée pour détecter le géne Zein naturel du mais en
tant que contr6le de la qualité de I'ADN extrait. Si la qualité de 'ADN est suffisante, une
bande spécifique Zein de 277 pb sera observée sur le gel (Querci et al., 2006).

Pour les deux protocoles d’extraction utilisés, 'amplification a permis la production d’'un

fragment de 277 pb pour tous les échantillons analysés (Figures 18 et 19). Cela signifie que
les deux protocoles ont permis d’obtenir un ADN de mais amplifiable.

M C E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19 M

M P1 P2 P3 P4 PSP6PFTPE PY Bl B2 B3 B4 B5 B6 BY B8 A1 AZ A3 M

Echantillons : Semences et grains (E1-E19) ; Alimentation humaine (pop-corn : P1-P9 ; Boites de mais :
B1-B8) ; Alimentation animale (A1-A3) ; Contréle PCR (C) ; Echelle de taille (M)

Figure 18. Profils électrophorétiques obtenus par amplification PCR de la séquence d’ADN
cible du mais a partir des ADN extraits avec le protocole au SDS.
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E4 E5 E6 E7 E8 E8 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19 M

Echantillons : Semences et grains (E1-E19) ; Alimentation humaine (pop-corn : P1-P9 ; Boites de mais :
B1-B8) ; Alimentation animale (A1-A3) ; Contréle PCR (C) ; Echelle de taille (M)

Figure 19. Profils électrophorétiques obtenus par amplification PCR de la séquence d’ADN
cible du mais a partir des ADN extraits avec le protocole a base du CTAB.

Cependant, comme le montre les figures 17 et 18, les bandes obtenues aprés amplification
des ADN extraits par le protocole a base du SDS sont plus intenses que celles obtenues par
le protocole a base du CTAB. Pour le contr6le PCR (C), aucun amplicon n’a été observé sur
le gel.

4.1.2.2. Détection du promoteur 35 S

Pour la détection de la séquence du promoteur 35 S du CaMV, la paire d’amorce p35s-cf3 /
p35S-cr4 produisant un fragment de 123 pb a été utilisée. Les échantillons d’ADN
proviennent de I'extraction a partir du protocole a base de SDS.

Les produits de 'amplification révélent la présence d’un fragment de I'ordre de 123 pb pour
12 échantillons sur 'ensemble des échantillons testés. Parmi ces derniers, dix sont destinés
a l'alimentation humaine, notamment les échantillons issus de pop-corn (P1, P4, P5, P8) et
de boites de mais (B1, B2, B3, B4, B5, B6) et deux (A1 et A2) sont destinés a I'alimentation
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animale. Pour le reste des échantillons, ainsi que pour le contrdle négatif (E1) et le controle
PCR (C), aucune bande n’a été amplifiée (Figure 20).

M € E1 E2 EF E4 E5 E6 ET EE E% E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E13 E19 M

M PP P P4 PS5 P& PT P& PY B1 B2 BY B4 BS B6 BT B A1 A2 AT M

Echantillons : Semences et grains (E1-E19) ; Alimentation humaine (pop-corn : P1-P9 ; Boites de mais :
B1-B8) ; Alimentation animale (A1-A3) ; Contréle PCR (C) ; Echelle de taille (M)

Figure 20. Profils électrophorétiques des échantillons obtenus par amplification PCR de la
séquence cible du promoteur 35S du CaMV.

4.1.2.3. Détection du terminateur nos

En plus du promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur, I'élément génétique le plus
couramment utilisé pour la régulation des transgénes est le terminateur nos. Au cour de
cette étude, la paire d’'amorces HA-nos 118-f et HA-nos 118-r a été utilisée pour détecter le
T-nos en produisant un fragment de 118pb.

Une bande de 118 pb a été amplifiée pour les 12 échantillons déja révélés positifs pour la
présence du promoteur 35S. Il s’agit des échantillons destinés a I'alimentation du bétail (A1
et A2) et a I'alimentation humaine, pop-corn (P1, P4, P5, P8) et boites de mais (B1, B2, B3,
B4, B5, B6). Pour les échantillons destinés a I'agriculture (E1 a E19) aucune bande n’est
visible sur le gel (Figure 21).

60




M < E1 E? E3 E4 E5 E& ET ES E% E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17T E13 E1% M

Mm P P2 P3I P4 P5 PG6PT P8 P B1 B2 B3 B4 BS B6 BT BE A1 A? AT M

500

300

150
100

30

Echantillons : Semences et grains (E1-E19) ; Alimentation humaine (pop-corn : P1-P9 ; Boites de mais :
B1-B8) ; Alimentation animale (A1-A3) ; ContrélePCR (C) ; Echelle de taille (M)

Figure 21. Profils électrophorétiques des échantillons obtenus par amplification PCR de la
séquence cible du terminateur T-Nos.

4.1.2.4. Discussion

Au cours de cette étude, 39 échantillons de mais sous forme de graine ont été analysés.
L’ADN de chaque échantillon a été amplifié par trois paires d’amorces.

La premiere, ZEIN3/ZEIN4, est utilisée en tant que contréle de la qualité de I’ADN extrait
(Querci et Mazzara, 2006). Elle nous a permis de vérifier I'efficacité des deux protocoles
d’extraction utilisés, le premier a base de CTAB (Somma, 2006) et le second a base du SDS
(Tozzini et al., 2000).

Pour ces deux protocoles, I'électrophoreése des amplifiats obtenus par cette paire d’amorce a
révelé I'amplification du géne Zein pour tous les échantillons testés. Ces résultats confirment
que les deux protocoles sont bien adaptés a I'extraction, a partir des graines de mais, d’'un
ADN de qualité et quantité suffisantes et appropriées pour une analyse PCR. De plus, la

comparaison des profils électrophorétiques des amplifiats montre que les bandes obtenues
61




par le protocole a base du SDS sont plus lumineuses que celles obtenues par le protocole a
base de CTAB.

Deux autres réactions PCR ont été mises au point en utilisant les paires d’amorces p35s-cf3
/ p35S-cr4 et HA-nos 118-f / HA-nos 118-r afin de détecter respectivement le promoteur 35S
et le terminateur nos. En effet, la détection de ces deux séquences est couramment utilisée
comme méthode de criblage pour la détection des OGM (Holst-Jensen et al., 2003), car la
plupart des évenements de transformation mis sur le marché contient 'une des deux

séguences ou bien les deux en méme temps (Holden et al., 2010).

Le criblage du promoteur 35S du CaMV seul n'est pas suffisant pour confirmer la présence
d’OGM car 38% des OGM ne seront pas détectés (Meyer, 2006). La combinaison des deux
séquences abaisse ce taux de faux négatifs a 28% (Von Gétz, 2010).

De plus, il est important de faire la différence entre les aliments contenant des OGM des
aliments non OGM infectés ou contaminés par le virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV)
(Wolf et al., 2000 ; Waiblinger et al., 2010). Pour cela, la procédure préconise I'amplification
du terminateur nos pour confirmer la présence du transgene régulé par le P-35S et non pas
la présence du CaMV (Wolf et al., 2000).

D’autres génes peuvent également faire I'objet de cible pour un test de criblage comme le
géne Phosphinotricine N-acetyl transférase (PAT), bar, néomycine phosphotransférase |l

(npt Il) et le géne de la B-lactamase (Von Gétz, 2010 ; Dérries et al., 2010).

Les résultats de l'amplification montrent la présence du P-35S et du T-nos dans 12
échantillons sur 'ensemble des échantillons testés. Ces résultats permettent de proposer
I'existence de lignées transgéniques régulées par les le promoteur 35S du CaMV et du
terminateur nos. Par conséquent, tous les événements de transformation du mais ayant des

transgénes non régulés par I'une de ces séquences sont a écarter.

Cependant, tous les échantillons positifs a un test de criblage doivent étre vérifiés en utilisant
une méthode spécifique aux constructions ou aux événements de transformation (Holst-
Jensen et al, 2003 ; Griffiths et al., 2003) afin d’identifier les événements ou les caractéres
introduits (Lipp et al., 2005). Les résultats obtenus permettent cependant la réduction du
nombre d’échantillons et ceux qui seront positifs seront analysés par des méthodes plus
spécifiques (Waiblinger et al., 2010 ; Michelini et al., 2008).
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Enfin, il est intéressant de signaler que ces tests de criblage sont 'une des stratégies
analytiques utilisées pour détecter les OGM inconnus, pour lesquels aucun test spécifique
n’est disponible (Dérries et al., 2010).

4.2. Résultats de la détection sérologique par bandelettes

Au cour de cette étude, les différents échantillons collectés (semence, graine et feuille) ont
été analysés quant a la présence des quatre protéines transgéniques suivantes : Cry 1Ab,
Cry 1Ac, Cry 9C et CP4-EPSPS. Les tests ont été effectués conformément au protocole
fourni par les fournisseurs du kit (Agdia) et en présence de deux contréles : positif et négatif
(Tableau 13).

Tableau 13. Présentation des résultats des tests par bandelettes

Destination Echantillon Cry 9C Cry 1Ab/1Ac EPSPS

Agriculture et Alimentation E1-E19 - - -
humaine (Epis) F16-F17 - - ;

Alimentation humaine (pop corn) P1 Positif - -
P2 - - -
P3 - - -
P4 Positif - -
P5 Positif - -
P6 - - -
P7 - - -
P8 Positif - -
P9 - - -
F2 - - -
F3 - - -
F4 - - -
F5 - - -

Alimentation humaine (Mais doux) B 1 Positif - -
B2 Positif - -
B3 Positif - -
B4 Positif - -
B5 Positif - -
B6 Positif - -
B7 - - -
B8 - - -

Alimentation animale A1 - Positif Positif
A2 - Positif Positif
A3 - - -
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Les résultats montrent I'apparition de la ligne de contréle pour tous les échantillons testés, ce
qui nous a permis de confirmer le bon fonctionnement des bandelettes. Concernant la ligne
test, des réactions positives ont été observées pour dix échantillons de mais destinés a
I'alimentation humaine (pop corn et mais doux) et deux échantillons destinés a 'alimentation

animale (Tableau 13).

4.2.1. Mais destiné aux cultures et a ’alimentation humaine (épis)

Sur 'ensemble des échantillons de mais collectés dans les différentes régions du nord (E2 a
E 19) aucune réaction positive n’a été observée pour les trois testes effectués (figure 22).
Pour les échantillons de feuille F16 et F17 aucune protéine transgénique n’a été détectée,
confirmant ainsi les résultats obtenus pour les échantillons de graine correspondant (E16 et
E17).
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Figure 22. Résultats des tests bandelettes sur les échantillons de mais destinés a

I'alimentation humaine et aux cultures (épis).

4.2.2. Mais destiné a I’alimentation humaine (pop corn et mais doux)

Neuf échantillons de mais pop corn ont été analysés, quatre parmi eux (P1, P4, P5 et P8)
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importés tous d’Argentine, correspondent respectivement aux marques suivantes : Boom

magic, Alicampo, Premium et Primore (annexe 4). Pour le reste des échantillons (P2, P3,

P6, P7, P9, F2, F3, F4 et F5), des réactions négatives pour les quatre protéines

transgéniques recherchées, ont été observées (Figure 23).
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Figure 23. Résultats des tests bandelettes sur les échantillons de mais destinés a

I'alimentation humaine (pop corn).
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Concernant les échantillons de mais doux, six échantillons (B1 a B6) non étiquetés étaient
tous positifs quant a la présence de la protéine Cry 9C. Les marques de ces échantillons
sont respectivement : Del monte, Golden Land, Prince, Le jardinier, El mithali et D’aucy.

Deux échantillons seulement (B7 et B8) étiquetés "sans OGM" correspondant
respectivement aux marques Princesse et Familia, étaient exempts des protéines

transgéniques recherchées (Figure 24) et (annexe 5).
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Figure 24. Résultats des tests bandelettes sur les échantillons de mais destinés a
I'alimentation humaine (mais doux).

4.2.3. Mais destiné a I’alimentation animale
Les deux échantillons de mais (A1 et A2) provenant de I'Office National de I'Alimentation du

Bétail (ONAB) d’Alger ont montré des réactions positives quant a la présence simultanée de
deux protéines transgéniques : la protéine Cry 1Ab ou Cry 1Ac et la protéine CP4-EPSPS.
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Le troisiéme échantillon A3 s’est avéré négatif pour les quatre protéines transgéniques

recherchées (Figure 25).
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Figure 25. Résultats des tests bandelettes sur les échantillons de mais destinés a
I'alimentation animale.

4.2.4 Discussion

Sur les 45 échantillons testés, dix destinés a I'alimentation humaine contiennent la protéine
transgénique Cry 9C et deux destinés a l'alimentation animale contiennent a la fois une
protéine Cry (Cry 1Ab ou Cry 1Ac) et la protéine CP4-EPSPS. Au total, 12 échantillons
positifs ont été détectés, ce qui représente 30% des échantillons analysés.

L’utilisation des contrOles positifs et négatifs, montre que les sérums dirigés contre les
protéines transgéniques issues de bactéries, ne reconnaissent pas les protéines végétales et
qu’il n’existe donc aucune réaction croisée, comme cela a pu étre confirmé dans d’autres
travaux (Van den Bulcke et al., 2007). De plus, ces résultats de détection sur bandelettes
confirment les résultats obtenus au cours de I'analyse de séquences d’ADN cibles par PCR,
suggérant ainsi la présence dOGM dans le mais destiné a l'alimentation. Par ailleurs, ils
nous permettent de conclure sur la fiabilité et la spécificité de ces tests pour des analyses de

routine.

Sur 'ensemble des événements de transformation contenant des transgenes Bt, le CBH-351
est le seul qui contient le géne Cry 9C codant pour I'endotoxine Cry9C. Nos résultats
montrent que 10 échantillons ont été détectés et identifiés comme étant la lignée de mais
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CBH-351 (non commercial StarLink) mise au point par Aventis Crop Science (Agbios, 2009).
Ce résultat met en évidence une carence des systemes réglementaires dans la mesure ou

dans le monde, ce mais est clairement interdit a la consommation humaine.

En ce qui concerne les échantillons de mais destinés a I'alimentation animale (A1 et A2),
trois possibilités sont envisagées :

= il s’agit de lignée de mais transgénique a double caractéres, produisant simultanément
une endotoxine Cry (Cry 1Ab ou Cry 1Ac) et la protéine CP4-EPSPS. D’aprés les bases
de données (Agbios, 2009), une seule lignée transgénique contient le géne Cry 1Ac, la
lignée DBT 418. Cependant cette lignée ne produit pas la protéine transgénique CP4-
EPSPS, ce qui permet de l'exclure et de conclure que les lignées transgéniques
présentes dans les échantillons d’alimentation animale combinent les caractéres Cry 1Ab
et CP4-EPSPS. Dans ce cas, il s’agirait des lignées Mon 802, Mon 809 ou Mon 80100.

= || s’agit d'un hybride issu d'un croisement conventionnel entre deux lignées
transgéniques, une lignée Bt et une lignée RR. Plusieurs lignées possedent ces deux
caracteres comme : NK 603 X MON 810 ; MON 810 XMON 88017 ; Bt11 X GA21 GA21X
MON 810 ; MON 863X MON 810 X NK603 ; Bt11X MIR 604 X GA21.

= Une mixture de deux lignées transgéniques bien distinctes (Bt et RR)

Dans le premier cas de figure, I'identification des événements de transformation est possible
grace aux méthodes de détection spécifiques aux évenements de transformation. Par
ailleurs, a I'neure actuelle, il n’y a aucune approche analytique qui permet la distinction entre
le deuxiéme et le troisieme cas a savoir, la distinction entre un mélange de deux lignées et

un croisement entre celles-ci (Akiyama et al., 2005 ; Holden et al., 2010 ; Von Goétz, 2010).

Concernant la concentration des trois protéines transgéniques, le fournisseur des kits
(Agdia) précise que les bandelettes ont une sensibilité d’'une graine GM pour 1000 graines
de mais non GM, soit 0,1%. Ceci nous permet de suggérer que la présence dOGM est
détectée dans nos 12 échantillons a un taux supérieur ou €gal a 0,1%.

D’aprés les bases de données de Agbios (2009), les concentrations les plus élevées de
certaines protéines transgéniques ont été révélées dans les tissus foliaires. Ceci nous a
amené a faire germer des graines de certains lots de pop corn (P2, P3, P4 et P5) et de
semences (E16 et E17) pour obtenir les plantules (F2, F3, F4, F5, F16 et F17). Les résultats
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ont confirmé l'absence de protéines transgéniques dans les lots P2, P3, E16 et E17.
Cependant, les échantillons de feuilles F4 et F5 se sont révélés négatifs également alors que
les échantillons de graines correspondants, P4 et P5 étaient positifs quant a la présence de
la protéine Cry 9C. Dans la mesure ou ces deux lots ont été criblé sur la base des
séquences du promoteur P35S du CaMV et du terminateur T-nos et identifié par le test
bandelette, ce résultat peut étre expliqué soit par une faible expression du transgéne au
niveau des tissus foliaires, ou bien par une instabilité des transgeénes au cours de la
germination et de la croissance des plantules.

Concernant les échantillons de pop corn P1 et P4 étiquetés sans OGM, la présence du
transgéne a été confirmée par les deux méthodes de détection utilisées. Ce ci montre la
nécessité de renforcer le controle des OGM et de vérifier nous méme le contenu de nos

cargaisons.

Nos résultats ont également montré que les lots de mais destinés aux semences ne
montraient pas la présence dOGM sur la base des marqueurs utilisés et en semblent
exemptes ce qui conforte la Iégislation en vigueur sur l'interdiction de la dissémination du
matériel végétal de multiplication génétiquement modifié dont les semences. Cependant, il
faut signaler que les lots destinés a I'alimentation sous forme de grain pose également un
probléeme de dissémination car une germination est possible comme cela a été observé pour

le mais pop corn.
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Conclusion générale



5. Conclusion générale

La dissémination des OGM et notamment leur introduction dans I'agriculture et la chaine
alimentaire a suscité des craintes quant a de nouvelles répercussions néfastes sur
I'environnement et la santé humaine. Ces préoccupations sont au cceur de la Convention sur
la diversité biologique qui a fourni le cadre des négociations du Protocole de Cartagena sur
la prévention des risques biotechnologiques.

En ayant ratifié le Protocole en 2004 et vu les importations massives des produits destinés a
I'alimentation et a la transformation et 'ouverture du marché des intrants agricoles, I'Algérie
doit combler le vide réglementaire et législatif en matiére de contrdle et d’évaluation des
risques liés a l'utilisation des OGM. Par ailleurs et afin de renforcer leur contréle, la mise en
place d’une politique d’étiquetage concernant les produits manufacturés semble nécessaire,

dans la mesure des OGM sont interdits dans le monde et voire méme inconnus.

Afin d’avoir un apergu partiel du degré d’introduction des OGM, notre étude a porté sur le
mais par I'analyse d’échantillons issus de semences, de grains pour I'alimentation humaine
et animale ainsi que des produits manufacturés destinés a I'alimentation humaine (Boites de
mais doux et pop corn). Pour cela deux méthodes qualitatives ont été appliquées : 'une est
basée sur la détection de séquences d’ADN connues pour étre présentes dans de nombreux
OGM (Promoteur P-35S du caMV et Terminateur T-nos) par amplification PCR et l'autre sur
la détection de la présence de trois protéines transgéniques (Cry 1Ab/1Ac, Cry 9C et CP4-
EPSPS) par les tests immunoenzymatiques sur bandelettes.

Pour la premiére méthode, une mise au point préalable a été réalisée pour optimiser la
méthode d’extraction de ’ADN. Deux protocoles ont été comparés et different principalement
par I'utilisation soit du SDS, soit du CTAB. Les résultats montrent que ces deux protocoles
sont quasi équivalents et sont de toute fagon préconisés pour I'extraction d’ADN amplifiable
a partir des graines de mais. Cependant, il est a noter que celui a base de SDS, en plus de
sa simplicité, a permis d’obtenir des résultats relativement meilleurs du point vu qualitatif et

quantitatif.

L’analyse qualitative par criblage des séquences régulatrices d’ADN, a permis la détection
de 12 échantillons positifs dont 10 sont destinés a I'alimentation humaine et deux a
I'alimentation animale. Les résultats de I'analyse immunoenzymatique ont été confirmés par

les résultats obtenus par PCR puisque les 12 échantillons positifs au criblage ont montré la
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présence d’une ou deux protéines transgéniques et notamment la présence de la protéine
Cry 9C.

Ces résultats montrent qu'il est donc possible de détecter de maniere qualitative les OGM.
lls suggérent aussi que la détection de la protéine Cry9C pose un réel probleme car celle-ci
est retrouvée dans le mais StarLink, mais qui avait dés 1998 posé des problemes d’allergies
et avait été retiré des réseaux de distribution aux Etats-Unis et complétement interdits dans
I'Union Européenne. Il faut signaler également que ce mais était destiné uniquement a
I'alimentation animale et que de ce fait, il semble difficile puisqu’il a été retrouvé dans
I'alimentation humaine de mettre en place des procédures rigoureuses pour la ségrégation
des filieres. Pour cela, il est relativement important en paralléle de la mise en place du cadre
national de biosécurité de renforcer I'étiquetage des denrées alimentaires en ajoutant des
regles concernant les OGM et des mécanismes permettant le contrdle.

Nos résultats montrent également que les échantillons de mais destinés aux cultures
semblent ne pas contenir dOGM et ceci avec les deux méthodes utilisées. Il est clair que le
mais n’est pas une culture d’intérét en Algérie mais il semble que limportation des

semences obéit a la réglementation en vigueur.

En conclusion, ce travail a permis de mettre au point un protocole de détection de routine se

basant sur une méthode d’extraction relativement simple et un criblage pratiquement

réalisable. Les perspectives entrevues sont d’'une part :

= D’améliorer le travail de détection sérologique car celui-ci est relativement simple a
mettre en place. La mise au point d’outils tels que des sérums spécifiques et les tests
qualitatifs et quantitatifs pourrait également étre envisagée afin de ne plus étre
dépendants des kits produits par quelques fournisseurs seulement.

= De poursuivre le travail d’identification par la détection des séquences d’ADN en
développant les méthodes spécifiques aux OGM et aux événements de transformation
afin d’identifier les lignées transgéniques présentes. Par ailleurs, et dans la perspective
d’une évaluation au cas par cas avec des procédures incluant des seuils d’acceptabilité,
le développement des méthodes quantitatives par PCR en temps réel serait a envisager.
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Annexe 1 : Liste des mais GM Bt (actualisée en juin 2009)

Eveénement

Compagnie

Description

176

Syngenta Seeds, Inc

Production d'insecticide

Genes insérés: Cry1Ab de Bacillus thuringiensi Subsp.
Kurstaki et le géne bar de Streptomyces hygroscopicus

ACS-ZM@@3-2 x  MON-x Bayer CropScience (Aventis  Production d’insecticide + tolérance  Hybride issu d'un croisement conventionnel T25 x

20810-6 CropScience (AgrEvo)) a un herbicide MON810
Genes insérés: CrylAb de Bacillus thuringiensis
Kurstaki et le géne PAT de Streptomyces
viridochromogenes

BT11 (X4334CBR x Syngenta Seeds, Inc Production d'insecticide + Geénes insérés : CrylAb de Bacillus thuringiensis

4374CBR) tolérance a un herbicide subsp. Kurstaki et le gene PAT de Streptomyces
viridochromogenes
CBH-351 Aventis CropScience Production d'insecticide + tolérance  Genes insérés : Cry9C de Bacillus thuringiensis subsp.
a un herbicide tolworthi et le géne bar de Streptomyces
hygroscopicus
DAS-06275-8 DOW AgroSciences LLC Production d’insecticide + tolérance ~ Génes insérés : Cry1F de Bacillus thuringiensis var.
a un herbicide aizawai et le géne bar de Streptomyces hygroscopicus
DAS-5912267 DOW AgroSciences LLC et Pionner  Production d'insecticide Genes insérés : Cry34Ab1 et Cry35Ab1 de Bacillus
Hi-Bred International Inc thuringiensis souche PS149B1 et le géne bar de
Streptomyces viridochromogenes
DAS-59122-7x NK603 DOW AgroSciences LLC et Pionner ~ Production d'insecticide + tolérance  Hybride issu d'un croisement conventionnel DAS-
Hi-Bred International Inc a un herbicide 59122-7 x NK603 Geénes insérés: Cry34Ab1 et
Cry35Ab1 de Bacillus thuringiensis souche PS149B1
Géne EPSPS d'Agrobacterium tumefaciens souche
CP4 Gene PAT de Streptomyces viridochromogenes
DAS-59122-7 x TC1507x DOW AgroSciences LLC et Pionner Production d’insecticide + tolérance Hybride issu d'un croisement conventionnel DAS-
NK603 Hi-Bred International Inc a un herbicide 59122-7 et TC1507 x NK603
Genes insérés : Cry34Ab1 et Cry35Ab1 de Bacillus
thuringiensis souche PS149B1; CrylF de Bacillus
thuringiensis ~ var. aizawai, Géne EPSPS o
Agrobacterium tumefaciens souche CP4 et le géne
PAT de Streptomyces viridochromogenes
DAS-@1507-1 «x MON- DOW AgroSciences LLC Production d’insecticide + tolérance  Hybride issu d’un croisement conventionnel TC 1507 x
DD6D3-6 a un herbicide NK603
Genes insérés : Cry1F de Bacillus thuringiensis ; le
géne EPSPS d’ Agrobacterium tumefaciens souche
CP4 et le géne PAT de Streptomyces
viridochromogenes
DBT418 Dekalb Genetics Corporation Production d’insecticide + tolérance ~ Génes insérés: CrylAc de Bacillus thuringiensis
a un herbicide subsp. Kurstaki et le géne bar de Streptomyces
viridochromogenes.
MIR604 Syngenta Seeds, Inc Production d'insecticide Gene inséré : Cry 3A modifié de Bacillus thuringiensis
MON-0J6D3-6x MON-  Monsanto Company Production d’insecticide + tolérance  Hybride issu d’un croisement conventionnel NK603 x
20810-6 a un herbicide MON810
Genes  insérés: CrylAb de Bacillus thuringiensis
subsp. Kurstaki et le géne EPSPS d’Agrobacterium
tumefaciens souche CP4
MON-0@J813-6 x LY038 Monsanto Company Production d'insecticide +  Hybride issu d’'un croisement conventionnel MON810 x

Enrichissement en lysine

LY038
Génes insérés:
subsp. Kurstaki

Cry1Ab de Bacillus thuringiensis

MON-Z@863-5x MON-  Monsanto Company Production d’insecticide + tolérance  Hybride issu d’un croisement conventionnel MON863 x
DD6D3-6 a un herbicide NK603
Genes insérés : Cry3Bb1 de Bacillus thuringiensis
Subsp. Kumamotoensis, Géne EPSPS o
Agrobacterium tumefaciens souche CP4
MON-@@863-5 x MON-  Monsanto Company Production d'insecticide Hybride issu d’un croisement conventionnel MON863 x
D0810-6 MON810
Genes insérés : Cry3Bb1 de Bacillus thuringiensis
Subsp. Kumamotoensis et CrylAb de Bacillus
thuringiensis subsp. Kurstaki
MON-Z@J863-5x MON-  Monsanto Company Production d’insecticide + tolérance  Hybride issu d’un croisement conventionnel MON863 x
@0810-6 x MON- GD6D3- a un herbicide MONB810 x MON603
6 Genes insérés: Cry3Bb1 de Bacillus thuringiensis
Subsp. Kumamotoensis , Cry1Ab de B. thuringiensis
subsp. Kurstaki et le géne EPSPS d’Agrobacterium
tumefaciens souche CP4
MON-@@@21-9x MON-  Monsanto Company Production d’insecticide + tolérance  Hybride issu d’'un croisement conventionnel GA21 x
20810-6 a un herbicide MON810
Geénes insérés : CrylAb de Bacillus thuringiensis
subsp. Kurstaki et le géne EPSPS d’Agrobacterium
tumefaciens souche CP4
MON80100 Monsanto Company Production d'insecticide + tolérance  Genes insérés: CrylAb de Bacillus thunringiensis
a un herbicide subsp. Kurstaki et le géne EPSPS d’Agrobacterium
tumefaciens souche CP4
MON802 Monsanto Company Production d’insecticide + tolérance ~ Génes insérés :CrylAb de Bacillus thuringiensis
a un herbicide subsp. Kurstaki; Gene EPSPS d' Agrobacterium
tumefaciens souche CP4
MON809 Pionner Hi-Bred International Inc Production d'insecticide + tolérance  Genesinsérés: CrylAb synthétique de Bacillus
a un herbicide thuringiensis  subsp. Kurstaki Géne EPSPS d
Agrobacterium tumefaciens souche CP4
MON810 Monsanto Company Production d'insecticide Production d'insecticide Géne inséré: Cry1Ab de
Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki HD-1
MON810 x MON88017 Monsanto Company Production d’insecticide + tolérance  Hybride issu d’un croisement conventionnel MON810 x

a un herbicide

MON88017

Geénes insérés: CrylAb de Bacillus thuringiensis
subsp. Kurstaki HD-1 et Cry3Bb1 de Bacillus
thuringiensis subsp. Kumamotoensis souche EG4691,
Géne EPSPS d'Agrobacterium tumefaciens souche
CP4




MON863

Monsanto Company

Production d'insecticide

Gene Bt inséré: Cry3Bb1 de Bacillus thuringiensis
subsp. Kumamotoensis

MON88017 Monsanto Company Production d’insecticide + tolérance ~ Génes insérés : Cry3Bb1 de Bacillus thuringiensis
a un herbicide subsp. Kumamotoensis souche EG4691, Gene EPSPS
d’ Agrobacterium tumefaciens souche CP4
MON 89034 Monsanto Company Production d'insecticide Geénes insérés: Cry 2Ab de Bacillus thuringiensis
subsp. Kurstaki
MON 89034x MON88017 Monsanto Company Production d’insecticide + tolérance  Génes insérés: Cry 2Ab de Bacillus thuringiens
a un herbicide subsp. Kurstaki et Cry 3Bb1 de Bacillus thuringiens
Subsp. Kumamotoensis et le géne EPSPS
d’Agrobacterium tumefaciens souche CP4
MON89034x NK603 Monsanto Company Production d’insecticide + tolérance  Génes insérés: Cry 2Ab de Bacillus thuringiensis
a un herbicide subsp. Kurstaki et le géne EPSPS d’Agrobacterium
tumefaciens souche CP4
SYN-BT@11-1  x  SYN-  Syngenta Seeds, Inc Production d’insecticide + tolérance  Hybride issu d'un croisement conventionnel BT11 x
IR162-4 a un herbicide MIR162
Génes insérés: Cry1Ab de Bacillus thuringiensis, Géne
PAT de Streptomyces viridochromogenes et le géne
VIP3Aa de Bacillus thuringiensis souche AB 88
SYN-BT@11-1x SYN-  Syngenta Seeds, Inc Production d’insecticide + tolérance  Hybride issu d'un croisement conventionnel BT11 x
IR6@4-5 a un herbicide MIR604
Geénes insérés: CrylAb de Bacillus thuringiensis
subsp. Kurstaki, Cry3A de Bacillus thuringiensis et le
géne PAT de Streptomyces viridichromoigenes
SYN-BT@11-1x SYN-  Syngenta Seeds, Inc Production d'insecticide + tolérance  Hybride issu d'un croisement conventionnel BT11 x
IR6@4-5 x MON-@D21-9 a un herbicide MIR604 x GA21
Geénes insérés: CrylAb de B. thuringiensis subsp.
Kurstaki , Cry3A de B. thuringiensis ; le géne PAT de
S. viridochromogenes et le gene EPSPS modifié du
mais
SYN-BT@11-1x MON-  Syngenta Seeds, Inc Production d’insecticide + tolérance  Hybride issu d'un croisement conventionnel BT11 x
20021-9 a un herbicide GA21
Genes insérés: le géne Cry 1Ab de Bacillus
thuringiensis , le géne EPSPS du mais et le géne PAT
de Streptomyces viridochromogenes
SYN-IR6@4-5x MON-  Syngenta Seeds, Inc Production d’insecticide + tolérance  Hybride issu d’'un croisement conventionnel MIR604 x
20021-9 a un herbicide GA21
Genes insérés : Cry3A de Bacillus thuringiensis subsp.
Kurstaki tenebrioni et le gene EPSPS du Zea mays
TC1507 Mycogen (c/o Production d’insecticide + tolérance  Génes insérés: Cry1F de Bacillus thuringiensis var.
AgroSciences) ;Pionner a un herbicide aizawai et le géne PAT de Streptomyces
Dupont) viridochromogenes
TC1507 x DAS-59122-7 DOW AgroSciences LLC Pionner  Production d'insecticide + tolérance  Hybride issu d’un croisement conventionnel TC1507 x

Hi-Bred International Inc

a un herbicide

DAS-59122-7

Geénes insérés : Cry1F de Bacillus thuringiensis var.
aizawai ; Cry34Ab1 et Cry35Ab1 de Bacillus
thuringiensis  souche PS149B1. Gene EPSPS
d’Agrobacterium tumefaciens souche CP4 et le géne
PAT de Streptomyces viridochromogenes

Source : Agbios, 2009




Annexe 2 : Liste des autorisations des mais Bt et RR aux Etats-Unis, I'Union

Européenne et en Afrique du sud.

Evenement Etats-Unis Union Européenne Afrique du Sud
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176 1995 1995 1997 1997 1997 2001

ACS-ZM@D3-2xMON-23810-6 Autorisé uniquement au Japon.

BT11 (X4334CBR,x 4374CBR) 1996 1996 1998 1998 2003 2002

CBH-351 1998 1998

DAS-06275-8 2004 2004

DAS-59122-7 2005 2004 2007

DAS-59122-7x NK603

Cependant autorisé dans les pays suivants :

Japon 2005, Corée 2006, Mexique 2006,

Philippines 2006.

DAS-59122-7xTC1507 x NK603

Cependant autorisé dans les pays suivants :

Japon 2005, Corée 2006, Mexique 2006.

DAS-@15@7-1 x MON- @26@3-6 2007
DBT418 1997 1997
MIR604 2007 2007

MON-@@6@3-6x MON- &3810-6

2007

2007 2004

MON-@@810-6 x LY038

Autorisé uniqguement aux Philippines 2006 et au Japon 2007

MON-@@863-5x MON- @0603-6

2005

MON-2@@863-5xMON-32810-6

2005

MON-@@863-5x MON- @0810-6 x
MON- 026@3-6

Cependant autorisé dans les pays suivants :

Japon 2004, Corée 2004, Mexique 2006,

Philippines 2004, Taiwan 2009

MON-@@@21-9x MON- @2810-6 2005 2003
MON80100 1995 1996

MONB802 1997 1996

MONB809 1996 1996

MON810 1995 1996 1998 1998 1997 1997 1997

MONB810 x MON88017

Cependant autorisé dans les pays suivants :

Japon 2005, Corée 2006, Mexique 2006,

Philippines 2006, Taiwan 2009

MON863

2003 2001

2006 2005

MONB88017

2005 2005

SYN-BT@11-1x MON- ©0@21-9

Cependant autorisé dans les pays suivants : Corée 2006, Philippines 2007, Japon 2007, Mexique 2007.

TC1507

2001 2001

2005 2006

2002

TC1507 x DAS-59122-7

Cependant autorisé dans les pays suivants : Japon 2005, Corée 2006, Mexique 2006, Philippines 2007.

Bt11xMIR604

Cependant autorisé dans les pays suivants :

Japon 2007, Corée 2007, Mexique 2007,

Philippines 2007

Bt11xGA21xMIR604

Cependant autorisé dans les pays suivants :

Japon 2007 et Philippines 2008.

Bt11x MIR162

2009 |

MIR604xGA21

Cependant autorisé dans les pays suivants :

Japon 2007, Mexique 2007, Philippines 2007.

MON 89034

2008 2007 |

MON 89034x MON88017

Cependant autorisé dans les pays suivants :

Japon 2007, Mexique 2007, Philippines 2007

MONB89034x NK603

Cependant autorisé dans les pays suivants :

Japon 2008 et Taiwan 2009.

Source : Agbios ,2009




Annexe 3 : Liste des mais GM RR contenant le transgéne EPSPS.

Evénement Compagnie

Description

DAS-59122-7x NK603 DOW AgroSciences LLC et

Pionner Hi-Bred International Inc

Production  d'insecticide
tolérance a un herbicide

Hybride issu d'un croisement conventionnel DAS- 9122-7 x
NK603

Génes insérés : Cry34Ab1 et Cry35Ab1 de Bacillus thuringiensis
souche PS149B1, Gene EPSPS d’ Agrobacterium tumefaciens
souche CP4 Géne PAT de Streptomyces viridochromogene

DAS-59122-7 x TC1507x DOW AgroSciences LLC et

Production  d'insecticide

Hybride issu d’'un croisement conventionnel DAS-59122-7 et

NK603 Pionner Hi-Bred International Inc tolérance a un herbicide TC1507 x NK603
Génes insérés : Cry34Ab1 et Cry35Ab1 de Bacillus thuringiensis
souche PS149B1 et Cry1F de Bacillus thuringiensis var. aizawa,
Geéne EPSPS d’ Agrobacterium tumefaciens souche CP4 et le
géne PAT de Streptomyces viridochromogenes.
GA21 Syngenta Seeds, Inc Résistance a un herbicide Géne inséré : géne EPSPS m du Zea mays
MON-@@@21-9x MON- | Monsanto Company Production  d'insecticide Hybride issu d’'un croisement GA21 x MON810
20810-6 tolérance a un herbicide Génes insérés : Cry1Ab de Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki
et le géne EPSPS d’Agrobacterium tumefaciens souche CP4
SYN-IR6@4-5x MON- | Syngenta Seeds, Inc Production  d'insecticide Hybride issu d’'un croisement conventionnel MIR604 x GA21
2D@21-9 tolérance & un herbicide Genes insérés: Cry3A de Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki
tenebrioni et le gene EPSPS du Zea mays
MON80100 Monsanto Company Production  d'insecticide Génes insérés : CrylAb de Bacillus thuringiensis subsp.
tolérance & un herbicide Kurstaki et le géne EPSPS d’Agrobacterium tumefaciens souche
CP4
MON802 Monsanto Company Production  d'insecticide Génes insérés :CrylAb de Bacillus thuringiensis subsp.
tolérance a un herbicide Kurstaki ; Géne EPSPS d’ Agrobacterium tumefaciens souche
CP4
MON809 Pionner Hi-Bred International Inc Production  d'insecticide Gene insérés: Cry1Ab synthétique de Bacillus thuringiensis

tolérance a un herbicide

subsp. Kurstaki Gene EPSPS d' Agrobacterium tumefaciens
souche CP4

MON810 x MON8801 Monsanto Company

Production  d'insecticide
tolérance a un herbicide

Hybride issu d'un croisement conventionnel MON810 x
MON88017

Genes insérés: Cry1Ab de Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki
HD-1 et Cry3Bb1 de Bacillus thuringiensis subsp.
Kumamotoensis souche EG4691; Gene EPSPS d’Agrobacterium
tumefaciens souche CP4

MON832 Monsanto Company

tolérance a un herbicide

Géne inséré : EPSPS d’Agrobacterium tumefaciens souche CP4

MON-2@863-5x MON-
20810-6 x MON- @O603-
6

Monsanto Company

Production  d'insecticide
tolérance a un herbicide

Hybride issu d’'un croisement conventionnel MON863 x MON810
x MON603

Génes insérés Cry3Bb1 de Bacillus turingiensis Subsp.
Kumamotoensis, Cry1Ab de Bacillus thuringiensis subsp.
Kurstaki et le géne EPSPS d’Agrobacterium tumefaciens souche
CP4

MON-@@863-5x MON- | Monsanto Company Production  d'insecticide Hybride issu d’'un croisement conventionnel MON863 x NK603
BD603-6 tolérance a un herbicide Génes insérés: Cry3Bbide Bacillus thuringiensis Subsp.
Kumamotoensis, Gene EPSPS d’ Agrobacterium tumefaciens
souche CP4
MON88017 Monsanto Company Production  d'insecticide Genes insérés : Cry3Bb1 de Bacillus thuringiensis  subsp.
tolérance a un herbicide Kumamotoensis ~ souche EG4691, Géne EPSPS d

Agrobacterium tumefaciens souche CP4

MON 89034x MON88017 Monsanto Company

Production  d'insecticide
tolérance a un herbicide

Genes insérés: Cry 2Ab de Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki
et Cry 3Bb de Bacillus thuringiensis Subsp. Kumamotoensis et le
géne EPSPS d'Agrobacterium tumefaciens souche CP4

MON89034x NK603 Monsanto Company

Production  d'insecticide
tolérance a un herbicide

Génes insérés: Cry 2Ab de Bacillus thuringiensis Génes insérés:
Cry 2Ab de Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki et le géne
EPSPS d’Agrobacterium_tumefaciens souche CP4

NK603 Monsanto Company tolérance & un herbicide Géne inséré : EPSPS d’Agrobacterium tumefaciens souche CP4
SYN-BT@11-1x MON- | Syngenta Seeds, Inc | Production d'insecticide Hybride issu d’'un croisement conventionnel BT11 x GA21
20321-9 International Inc tolérance a un herbicide Genes insérés : Cry1Ab synthétique de Bacillus thuringiensis
subsp. Kurstaki .Géne EPSPS modifié du Zea mays .
SYN-IR6D4-5 x MON- | Syngenta Seeds, Inc Production  d'insecticide Hybride issu d’'un croisement conventionnel MIR 604 x GA21
2D@21-9 tolérance & un herbicide Genes insérés : Cry3A de Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki
tenebrioni_et le géne EPSPS modifié du Zea mays.
SYN-BT@11-1x SYN- | Syngenta Seeds, Inc Production  d'insecticide Hybride issu d’'un croisement conventionnel BT11 x MIR604 x

IR6@4-5 x MON-@@@21-9

tolérance a un herbicide

GA21

Genes insérés : Cry1Ab de Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki
, Cry3A de Bacillus thuringiensis le géne PAT de Streptomyces
viridochromogenes et le géne EPSPS modifié du mais

TC1507 x NK603 DOW AgroSciences LLC

Production  d'insecticide
tolérance a un herbicide

Hybride issu d’un croisement conventionnel TC 1507 x NK603
Génes insérés : Cry1F de Bacillus thuringiensis, le géne EPSPS
d’ Agrobacterium tumefaciens souche CP4 et le géne PAT de
Streptomyces_viridochromogenes

Source : Agbios, 2009.




Annexe 4. Description des échantillons de mais Pop Corn

Sac mais Pop Corn

Marque : Alicampo

Poids net : 22 Kg

Provenance : Argentine

Exporté par :

Remarque : Etiqueté sans OGM

Sac mais Pop Corn

Marque : Primore

Poids net : 22,65 Kg

Provenance : Santa Fé, Argentine

Exporté par : Primore R.S.L, Goody Cruz, Argentine

Sac mais Pop Corn

Marque : Ploopie

Poids net : 20 Kg

Provenance : Argentine

Exporté par : Farm products S.R.L, Buenos-Aires, Argentine
Site web: www.farmproducts.com.ar

Sac mais Pop Corn

Marque: Premium

Poids net : 20 Kg

Provenance : Amérique latine

Exporté par : M/S. Mehmood Kikha, General Trading LLC., Dubai, UAE

Sac mais Pop Corn

Marque: Snack Crops

Poids net: 20 Kg

Provenance: Argentine

Exporté par: Snack Crops, San Martin, Argentine
Site web: www.snackcrops.com

Sac mais Pop Corn

Marque: Three Stars

Poids net: 20, 65 Kg

Provenance : Argentine

Exporté par : Curcija, Buenos-Aires, Argentine




Annexe 5. Description des échantillons de mais doux

Mais doux en grains

Marque : Del Monte

Poids net: 410 g

Provenance : Chine

Importé par : Stargoods company
Alger, Algérie

Mais doux en grains

Marque: Golden Land

Poids net : 340 g

Provenance : Chine

Importé par : Sarl Imperial Trade Foods
Borj El Kiffan, Alger, Algérie

Mais doux en grains

Marque : Prince

Poids net : 340 g

Provenance : Chine

Importé par : Sarl Parle Food Import-Export Gue de Constantine,
Alger, Algérie

Mais doux en grains
Marque : Le Jardinier
Poids net : 340 g
Provenance : Thailande

Mais doux en grains
Marque : Al Mithali

= Poids net : 400 g
‘l‘_'"ﬂj Provenance : Thailande
: Importé par : Eurl Feth Alamine Import-Export. Rais Hamidou,
Alger, Algérie.

Mais doux en graine

Marque : D’aucy

Poids net : 350 g

Provenance : Union Européenne
Importé par : Inter Trade Contact
El Harrach, Alger, Algérie.
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Mais doux en grains

Marque : Familia

Poids net : 300 g

Provenance : Union européenne
Importé par : La société BioPack
Bir Khadem, Alger, Algérie.
Remarque : Etiqueté sans OGM

Mais doux en grains

Marque : Princesse Anne

Poids net : 300 g

Provenance : France

Importé par : Société N.D.A.
Bouchaoui, Algérie.

Remarque : Etiqueté sans OGM




Annexe 6. Réactifs utilisés pour le protocole d’extraction a base de CTAB

1-Tampon d’extraction au CTAB

= 20g/I CTAB 49

= 1,4 MNaCl 16,49
= 0,1 M Tris-HCI 3,15¢g
= 20mM Na:EDTA 1,49

= Eau distillée 100 ml

Ajustez le pH a 8,0 en ajoutant 1M NaOH
Complétez pour obtenir 200 ml et stérilisez a I'autoclave.
Conservez le tampon a 4°C pendant maximum 6 mois.

2- Solution de précipitation au CTAB

= 5¢g/I CTAB 19
0, 04 M NacCl 0,59
= Eau distillée 100 ml

Ajustez le pH a 8,0 en ajoutant 1M NaOH
Complétez pour obtenir 200 ml et stérilisez a I'autoclave
Conservez le tampon a 4°C pendant maximum 6 mois

3-NaCl1,2M
= NaCl 7,09
= Eau distillée 100 ml

Stérilisez a 'autoclave et conservez a température ambiante.

4-Solution d’éthanol 70%

5-Isopropanol



Annexe 7. Réactifs utilisés pour le protocole d’extraction a base de SDS

1-Tampon d’extraction

50 Mm Tris-HCI

10Mm EDTA

100Mm NaCl

10 Mm 2-mercaptoethanol
1% SDS

- Préparez chaque composant de la solution a part a une concentration plus élevée (solution
mere).

- Autoclavez les solutions meres de Tris, EDTA, NaCl,... chacune a part en prenant soin de
ne pas autoclaver le SDS et le mercaptoethanol.

- De chaque solution mére, prélevez le volume nécessaire afin de préparer un volume
déterminé de tampon d’extraction aux concentrations voulus.

2-Acétate de potassium (5M)

= Acétate de potassium 49,079
= Eau distillée 100ml
Autoclavez avant I'utilisation

3-Isopropanol

4-Ethanol 70%



Annexe 8. Tampons utilisés lors de I'électrophorése des ADN extraits

1-TBE 1X (Tris Borate ADTA)

= Tris base 10,89
= Acide Borique 55¢g

= EDTA 0,5 M pH8 40ml
= Eau distillée 950ml

2-BET (Bromure d’éthydium)

= 2 pastilles 0,29
= Eau distillée 20 ml

3-Tampon de charge

= Bleu de Bromophénol 50 mg
= Glycérol 48 ml
= EDTA 0,5M pH8 2,4 ml

Eau distillée 9,6 ml



Résumé : Détection des OGM dans I'agriculture et I’alimentation en Algérie : cas du mais transgénique

L’objectif principal de la présente étude est de détecter la présence du mais transgénique dans
I'agriculture, I'alimentation humaine et animale afin d’avoir un apergu partiel sur le degré d’introduction
des OGM en Algérie. A cette fin, 45 échantillons de mais brut ont été collectés dans les différentes
régions du Nord Algérien.

Les échantillons ont été analysés par deux méthodes différentes, une méthode de détection de 'ADN
GM (PCR), basée sur le criblage de deux séquences largement utilisées dans les constructions
transgéniques (promoteur P-35S et le terminateur T-nos), et celle basée sur la détection de la
protéine transgénique en utilisant les immunoessays (bandelettes de détection).

La présence du mais transgénique a été confirmée par les deux méthodes dans 12 échantillons sur
un total de 45 échantillons analysés. Parmi ces échantillons transgéniques, dix destinés a
I'alimentation humaine contiennent la protéine Cry 9C du Bacillus thuringiensis qui confére la
résistance aux insectes, et deux autres échantillons destinés a l'alimentation animale contiennent
simultanément la toxine (Bt) Cry 1Ab ou CrylAc et la protéine CP4-EPSPS qui conférent
respectivement la résistance aux insectes et la tolérance a I'herbicide glyphosate. Les échantillons
destinés a I'agriculture se sont révélés négatifs par les deux méthodes de détection utilisées

Mots-clés : Détection des OGM, mais, PCR, P-35S, T-nos, bandelettes de détection.

Abstract: Detection of GMOs in agriculture and food in Algeria : case of transgenic maize.

The main aim of the present study is to detect the presence of transgenic maize in agriculture, food
and feed to give a first overview on the degree of introduction of GMO in Algeria. To this purpose, 45
samples of raw maize were collected from different region in North Algeria.

The samples were analysed for genetic modification by tow different methods, a DNA based detection
method (PCR), based on screening of tow widely used sequences in transgenic constructs (P-35S
promoter and T-nos terminator) and protein based method using immunoassays (Strip test).

The presence of transgenic maize was confirmed by both techniques in 12 samples out of 45 samples
examined. Among these transgenic samples, 10 used for human consumption contain the Bacillus
thuringiensis toxin , Cry 9C protein, which confers resistance to insects .Two other samples , intended
for animals feed , contain simultaneousely Cry 1Ab or Cry1Ac toxin and CP4-EPSPS protein which
confer respectively resistance to insect and tolerance to herbicide Glyphosate (Roundup). The
samples for culture have been detected negative by both techniques.

Key-words: GMO detection, maize, PCR, P-35S, T-nos, Strip test.
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