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Résumeé

Les organismes génétiqguement modifiés (OGM)reptéaenune composante
importante du marché mondial de 'alimentation humat animale, le taux de croissance des
cultures génétiqguement modifiées cultivees a autgnda plus de 10% par an et a atteint
181,5 millions d'hectares dans le monde. Paralietena ce développement rapide des
cultures GM, le public est toujours préoccupé arrisques potentiels des plantes GM et
leurs dérivées. De ce fait une législation d'appiocn a été mise en place pour vérifier la
conformité avec les réglementations locales afidat@er le libre choix aux consommateurs,
cette réglementation n’est néanmoins pas toujoyplicuée, ce qui crée chez les
consommateurs un profond doute et une non crédilgjliant aux produits importés tel que le
mais, le soja et le riz.L'utilisation d’organisnmgEmeétiquement modifiés et leur dérivés dans la
chaine alimentaire doit étre soumise a une régitatien stricte et I'étiquetage des aliments

doit étre obligatoire.

Par conséquent, la mise au point de méthodes digioler la détection des OGM, leur
identification, quantification et leur tracabilistedevenu de plus en plus importante. Afin
d'exécuter ces réglements sur I'étiquetage des OGB&t essentiel de développer et de
standardiser de facon efficace et crédible les augth d'analyse pour le contréle du contenu

GM dans les produits alimentaires ainsi que damalienents pour animaux.

Dans ce contexte, le présent mémoire a pour objeetifaire une synthése sur les
principales avancées réalisées dans ce domairgdenter nos propres résultats sur I'essai
qui a été fait afin de détecter la présence d’éxdsOGM présents sur le marché local en
utilisant une technique d’analyse par amplificatedrde faire une synthése des méthodes de
détection dans le contexte du projet d’harmoresaties techniques de détection des OGM
dans les pays (MENA) d’Afrique du nord et du moyeient

Mots clés Organisme génétiguemntmodifié, tracabilité, étiaaet techniques de détection



Summary

Genetically modified organisms (GMO) represent apartant component in the
global market of human and animal feeding. Grovate of cultivated genetically modified
organisms has increased by 10% per year reachih§ bdllion hectares in the world.

Simultaneously to this fast development of GMO stopeople are still concerned
about the potential risks that GM plants and thenivatives may represent.

Therefore, a legislation has been settled to vén&compliance with local regulations
to give the consumer more variety of choices, haethis regulation is still not applied yet,
which created a fundamental questioning betweeswuorrs concerning imported products
such as corn, soya or rice. The use of geneticadiglified organism and its derivatives in the
food chain should be submitted to strict regulaBod obligatory labelling.

Consequently, the setting up of reliable methodsGMO detection, identification,
guantification and traceability has become more mode important. It is mainly important,
in order to execute these regulations on GMO lafzglito develop and standardize in an
efficient and credible way the analytical methodswt controlling the GM constituent
contained within food products and animal foodstuff

Within this framework, this memory aims to syntkesithe foremost achieved
developments is this field, and to expose our oasults on the tests which was made to
detect the eventual existence of GMO in the locaflk®et using an analyzing technique by
amplification, also to summarize the detection téch in the context of harmonization of
GMO detection technics in North Africa and MiddledE

Key wordsGenetically modified organism, traceability, lalmg)j detection techniques.
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Introduction Générale

La détection d’Organismes Génétiguement Modifie$GM) dans les échantillons
alimentaires et aliments pour animaux est devemgequiestion tres complexe qui nécessite
l'intégration d’informations techniques, juridiques commerciales. Dans le contexte du
présent document, seules les plantes génétiquemmentifices (PGM) sera pris en
considération; la modification génétique de micrgamisme ou d’OGM a des fins
thérapeutiques est au-dela du champ d'applicagaredravail.

Le développement et le déploiement des culturegtgpiement modifiées sont en
constante augmentation, la culture de ces der@eamigmenté a la fois en termes de
superficie des terres cultivées et en termes dergification des trait agronomique. Selon le
dernier rapport de I'ISAAA en 2014, 25 pays avaiplanté des cultures GM, alors que 30
autres pays avaient accordé les autorisations mégigires pour leur importation pour
l'alimentation humaine, au total 181,5 millionsetkares de plantation d’OGM.

L’approbation et l'introduction sur le marché daeures généetiquement modifiées et de
leuraliment dérivés sont réglementées dans différggays par des cadres juridiques
respectifs.Ces cadres juridique s’appui sur uruétapge volontaire et une tracabilité crédible.

Pour I'Union Européenne (UE), les exigences en ématd'étiquetage et de tracabilité
sont trés strictes, tandis que d'autres pays otunguréglementation en place, ni pour le
marketing, ni pour I'étiquetage c’est le cas degs pHAfrigue de nord. Par conséquent les
cultures génétiqguement modifiées autorisées dartgirte pays n'ont pas nécessairement le
méme statut d'approbation dans les autre payslunanque de synchronisation peut avoir
un impact considérable en particulier sur le contmeational du pays en question.

Les éléments clés techniques qui sont nécessail@smése en ceuvre des exigences
législatives, incluent la surveillance des OGM etrrl éventuel étiquetage.Par contre, la
disponibilité des protocoles d'échantillonnage appés est recommandée.

Parmi les différentes approches analytiqgues quvgrauétre utilisées pour la détection
d’'OGM l'approche la plus directe et celle qui esgément appliquée vise la modification
géneétique elle-méme, a savoir la modification @dN, en utilisant la réaction en chaine par
polymérase (PCR).

En effet, la PCR a été prouvé étre la méthode Ida pxact, applicable a partir de

graines a des produits finaux sans étre affectdepaiveau de traitement de I'alimentation
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humaine ou animale. Jusqu'a présent, aucune aatneitjue d’'analyse n’a atteint le méme
degré de précision que celui fourni par la PCR.

La stratégie du test couramment appliquée coneistglusieurs étapes: la présence de
matériel GM dans un échantillon est d'abord vénifa# des méthodes de ciblage les plus
courantes comme des éléments génétiques présastiadanstruction GM, dans le cas d'une
réponse positive, la deuxiéme étape est l'idemtiifbn de la partie GM, éventuellement suivie
par sa quantification. Cette stratégie est cepengas plus appropriée pour le nombre et la
complexité croissante de I'ensemble global des GG Miveau mondial.

Les éléments les plus communs dans les constreai@GM, sont le promoteur 35 S
du virus de la mosaique du chou-fleur (p35S) &rhminateur du géne de nopaline-synthétase
d'Agrobacteriumtumefaciens (tNOS), ce sont lesesiltypiques d’'un simple dépistage.

En revanche, les différentes variantes des élémaititges pourraient donner lieu a de
faux négatifs. Cette complexité se traduit par angmentation de la difficulté d'avoir une
vue d'ensemble de tous les éléments potentiellenmdsents dans les OGM.
Jusqu'a présent, des centaines de méthodes déaetEOGM ont été développés et publier
dans plusieurs revues scientifique dans le dom@nka science ainsi que dans les bases de
donnés approprié, plusieurs avis ont déja éeteigaldécrivant, en évaluant et en comparant
le large éventail des différentes approches anplgt applicables aux essais d’'OGM.

Cependant, la variété des cultures GM commerciles jour invoque une approche
plus large. Un nombre élevé de differents OGM @mtent les éléments p35S et tNOS , ce
qui signifie que la disponibilité de méthodes deedion individuels, validés en tant que telle
ne suffisent pas pour faire face a la complexitétioané ci-dessus. Pour une stratégie de
détection efficace et compléte, les tests de reutimsi que les méthodes doivent étre
soigneusement sélectionnés et combiné, et le aésldit étre interprété de maniere correcte.

Dans ce contexte, le présent rapport a pour objdetifaire une synthése sur les
principales avancés réalisées dans ce domainee rtrde participera dans le projet
collaborative pour la surveillance des OGM dangégion MENA.En outre, le projet vise a
construire un réseau MENA de laboratoires spééglians les essais d'OGM, conformément
aux normes internationales, ce qui permettra emigreieu aux laboratoires de métriser les
techniques validés par le JRC. La détection des O@bkssite des compétences techniques
appropriées ainsi que des laboratoires accréditédpadétection et la mise en ceuvre de la
réglementation des OGM en Algérie.
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Chapitre 1 : Notion d’Organisme Génétiguement Modifié

1. Qu’est ce qu’'un OGM ?

Un (OGM) ou proprement dit Organisme Geénétiquenmantifié comme définition
générale plus au moins académique, est tout orgamisvant qu’il soit animal, végétal, ou
alors qu’il appartient au monde microbien, ayagtrébdifié de facon non naturelle par géni-
géneétique, c'est-a-dire par intervention de la nd@ihomme au sein de laboratoires , dont
les caractéristiques génétiques initiales ont ébéifné@ soit par addition d’'un ou plusieurs
gene(s) provenant d'une autres espéce a conditoruid avoir ajouté divers éléments
nécessaires a son expression dans l'organismeergceoit par suppression, remplacement,
addition , ou toute autre modification sur au mdins de ses genes ou d’'un morceau de son
matériel génétique ‘ADN’ ce qui veut dire en d'a&utthermes pour lui attribuer des
caractéristiques qu'il ne possede pas du tout Gl ppsséde déja, mais a un degré jugé
insatisfaisant a son état naturel ou alors pouehlgver ou atténuer certaines caractéristiques
jugées indésirables cette définition vaut pour tessOGM, quels qu'ils soient, et quel que
soit leur secteur d’utilisation ou d’application.

De nos jours bien des débats existe sur ce quirdstement un organisme
génétiqguement modifié, les défenseurs des OGM dité et les opposant de ces derniers de
l'autre.

Plusieurs sortes d’OGM existe que ce soit dansilieurde I'agriculture, de I'industrie
pharmaceutique (depuis bien longtemps déja) dandustrie cosmétique ou alors ceux qui
sont indispensable a toute recherche scientifiguns ¢ domaine des sciences du vivant.

2. Historique de la transformation génétique

La transformation génétique est l'insertion d’'uagiment d’ADN étranger dans une
cellule propre a I'organisme lui méme grace a @ebriiqgues de transgénése qui ne cessent
d’évoluer avec les années et les connaissancedsasgpar les chercheurs au fils des
expeériences.

Autrefois la définition de la transformation génée laissais les chercheurs un peu
dubitative car pour certains cela a toujours exid&puis le commencement de la vie mais
sous un autre nom plus approprié a I'époque etegtil’évolution génétique (due a des

mutations aléatoires du matériel génétique, aux@mné&nes de conjugaison ou alors d’ une



Notion d’organisme génétiquement modifié

sélection naturelle due au hasard) qui n’est quaxiension de la théorie de Charles Darwin
mais bien évidemment en ce temps la tous les nsroasi de I'hérédité ou encore de la
génétique était encore mal connu, désormais I'éamiun’est plus envisagés comme la
transformation d’'individus isolés mais comme cealle groupement d’individus de méme
espece.

Les premiers organismes vivant a étre transforméétgfuement sont les micro-
organismes et les cellules animales, et grace aogrgs de la biologie moléculaire et
cellulaire végétale les transformations génétiquegpu étre adaptées aux cellules végétales.

En 1928 le médecin et bactériologue Anglais egtramier a mettre en évidence le

principe d’échange de gene entre bactéfigsffith1928] .
1928

Frederick Griffith discovers fransformation in bactena and establishes the
foundation of molecular genetics. He shows that injecting mice with a
mixture of lve, avirulent, rough Streplococcus preanomas Type I and
heat-alled, virulent smooth S pnaanomae Type 11, leads to the death of the
mice. Live, virulent, smooth 5. prevmmomiae Type II are isolated from the
dead mice. Mot until the 1930, did Avery, Macleod and MeCarty take up
Griffith’s work and try to explain the results.

taritfith, F. 1922, The significance of puewmoeareal types, J. Hyg, 37, 113-1549.

Figurel.1 Application de Frederick Griffith

En 1972, Paul Berg de l'université de Stanford états unis et son équipe crée une
molécule d'ADN hybride a partir de I'ADN du singede celui d'une bactérie. Il s agit de la
premiere manipulation génétique.

En 1973, Stanley Cohen et Herbert Boyer tout denilalmorateurs perfectionne la
technique et créés une chimére génétique utilisaniechniques de recombinaison de 'ADN
en insérant le géne SV40 inducteur de tumeurs kheinge dans un vecteur capable de se
reproduire dans une population bactérienne, ilsétditconfronté dés lors a une multitude de
guestions avec une peur profonde de créer de raneubactéries cancéerigene , un bon

nombre d’essais a été fait et le génie génétigualprs son essor.



Notion d’organisme génétiquement modifié

Tablel.1 Historique de la transformation génétique

Années

1973 Identification du plasmide Ti dans la bactérie Amgoteriumtumefaciens. Ce
plasmide permet d’accueillir le géne porteur dwactare recherché et agit
comme un transporteur. Il est ensuite en mesufetteduire dans le génome
d’une plante.

1983 Premiére plante transgénique obtenue (tabac ae siqutrimental).

1985 Premiére plante transgénique résistante asacte.

1987 Premiére plante transgénique tolérante a un hdebtotal.

1988 Premiere céréale transgénique (mais résestarkanamycine).

1990 Premiere commercialisation d’'une plante transgan{@hine : tabac résistant
a un virus).

1994 Premier légume transgénique commercialiséat®flavrSavr a maturation
retardée).

1997 Premier tabac producteur d’hémoglobine. En Frapremiére autorisation de

culture transgénique pour le mais résistant afdal@y
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Chapitre 2: TransformationGénétique Pour Quels Interéts :

Quelgques Exemples

1. Transformation génétique chez les Poacées

1.1 Transformationgénétique sur le riz

1.1.1 Amélioration de la tolérance aux stress abiojue

Le riz (Oryzasativa L.) est une céréale importajque est trés cultivé dans le monde
dans les deux zones climatiques tropicales et terapé&’est une culture qui est constamment
soumise a des contraintes biotiques et abiotiguesgmpris a une salinité élevée a des
températures extrémes, a des métaux lourds, anxlations, aux sécheresse, a I'épuisement
des éléments nutritifs, et aux infections affectén germination a cause des agents
pathogene, Ces changements environnemental pravbdes espéeces reactives de I'oxygene
(ROS) -le stress oxydatif induit par la suite diemgent et indirectement une perturbation de
I'homéostasie redox ,ce stress oxydatif conduited dommages cellulaires tels que
l'instabilité de la membrane par oxydation desd@s, l'inactivation d’'une enzyme par la
carbonylation des protéines, et [loxydation de MNADqui diminue la capacité
photosynthétique et de la capacité métaboliquakrant la mort cellulairgHuang et al.
2013],[Mittler2012; Apel& Hirt2004] . Pour surmonter et résister a ces conditions dixgla
les plantes ont développé une large gamme de eglluhe sorte de systéemes de secours, y
compris des molécules antioxydantes des enzymesmadécules chaperons et des solutés
meétaboliques tels que la proline et de tréhal@egh et al. 2011]Plus précisément, les
plantes détoxifier ROS par le cycle AsA-GSH pantéimédiaire d'une combinaison
d'antioxydants, tels que I'ascorbate (AsA) et letafhion (GSH), ainsi quedes enzymes anti-
oxydantes telles que la peroxydase d'ascorbate JARXmonodehydroascorbate réductase
(MDHAR), et le déshydroascorbate réductase (DHAR)mposantsde la voie AsA-GSH qui
est localisés dans différents organites, y compeas chloroplastes, cytosol,et les
mitochondries.

Les chercheurs ont démontré que la surexpressiarede c-glutamylsynthétase de B.
juncea L. (BrECS) sous le contréle d'une protémresible ABA inductible par le stress et le
promoteur (Rab21) ainsi qu’'un terminateur nos, leré la tolérance au sel et au viologéne

de méthyle (MV) et donné une meilleure germinatlergene ECS de B.junceaa été cloné par
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transcription inverse ( une RT-PCR), en utilisamt jeu d’amorce et un vecteur plasmide, en
réduisant les dommages cellulaires par la création GSH amélioré état redox et un
rendement accru de la biomasse et de grain duars des conditions de terrain ou de

parcelles inondées d’eau, améliorant ainsi le nevashe du riBae et al. 2013]
1.1.2 Amélioration de la tolérance aux maladies faiques

Le virus RSV provoque de grave maladie du riz eie As I'Est et est capables de poser
de sérieux problemes pour la stabilité de la prodocSon génome est constitué de quatre
ARNs simple brin. Le premier ARN code pour la RN&pgndante une ARN polymérase
(RdRp), tandis que les trois autres segments oatpatarité anti-sens ; chacun des brins a
deux cadres de lecture ouvertes qui ne se chevatushdes brins opposés, séparés par une
région intergénique non codante,qui joue un r@esda terminaison de la transcription. Le
NS3 qui code pour la synthése du brin de viriolABN3, est unsuppresseur viral RNA
silencing (VSR). Il peut contrecarrer I'établissemnde I'ARN silincing, et peut également
empécher la propagation des signaux silencieuxégmiestrant le petit ARN interférents
(siRNA), le VSR est un suppresseur viral d'/ARN peftant a des virus d’inhiber ou
d’échapperau RNA silencing, un mécanisme antivicurel des plantes. Etant donné que
I'expression de VSR dans les plantescontrecarreftets de 'ARN de défense de I'héte, il
pousse souvent des plantes a devenir sensiblesitaed’ virus.les chercheurs ont prouvé que
le riz exprimant NS3 a un phénotype normal et msialement sensible au RSV. En outre, le
riz transgénique a montré que le NS3 a une medleésistance a la pyriculariose du riz,
provoquée par le champignon Magnaportheoryzae.uétlg NS3 peut avoir une double
fonction pour faciliter [linfection virale comme @nVSR mais aussi dinhiber le
développement pathogene comme inducteur de défiendete.

Le géne RSV NS3 dirigé par le promoteur 35S de CaM®té exprimé dans le riz
(Oryzasativa L. spp. Japonica. cv. Nipponbare) e transformation par Agrobacterium.
[Wu et al. 2014]

1.2 Transformation génétique sur le mais

1.2.1 Amélioration de la tolérance aux maladies fajiques

Le glyphosate est l'ingrédient herbicide actif dé&msRoundup. Il a un mécanisme
d'action visant une enzyme trouvée seulement akeplantes et certaines bactéries. Pour
cette raison, il a un excellent profile toxicologgget environnementale, Cependant, il détruit

également les autres espéces cultivées, Le glyfghesal est peu efficace, car il n'adhére pas
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aux feuilles et les pénétre difficilement. On Idj@nt donc un tensioactif (ou surfactant). Ces
produits sont connus pour provoquer des mortatig#silaires (par contact direct avec une
cellule ou un tégument et des irritations. La cépa& transformerdes plantes en utilisant la
biologie moléculaire a permis le transfertd'un géeeglyphosate insensible a des espéces
cultivées,permettant ainsi l'utilisation du glyphtess dans la culture et une voie de
signalisation d’'une nouvelle ére dans la gestios dwuvaises herbes. Aujourd'hui, la
résistance au glyphosate a été introduite dansephssdes principales culturescultivées sur
un nombre croissant d’hectares de soja, du matsrhla et du coton.

Les chercheurs ont utilisé une Peptide de liaisonuglisant LP4 / 2A pour la
transformation des génes multiples considérant cenétant une méthode efficace pour
empiler ou de mettre sous forme de pyramide plusigaits dans les plantes. Le géne (Bt)
cryBacillus thuringiensis et le gene epsps (5-&rolylshikimate-3-phosphate synthase)
sont deux genes importants pour la culture de gdaréisistantes aux ravageurs et tolérante au
glyphosate. Les chercheurs en utilisant le peptiéé / 2A qui joue le rble d’'un liant ont
permis de connecter le géne Bt crylAh avec le g#ePS et 2mG2-combiné du géne manA
large utilisé comme marqueur seélectifet cela enstarsant un vecteur d'expression
coordonnée appelée p2EPUHLAGN. Le vecteur d'exjmess été transférée dans le mais
parla transformation indirecteAgrobacteriumtumedasi et ainsi 60 plantes ont été obtenus,
dont 40% étaient des transformant positifs.La di&eanoléculaire a montré que les deux
genes dans le vecteur de fusion ont été exprim@sfais et correctement épissésdans le
traitement de traduction.

Par conséquent, le lieur peptide LP4 / 2 a foun@ stratégie simple et fiable pour la
production d'empilage de genesdans le mais etdeltaé a montré que le systéme de
transformation du géne de fusion de LP4 / 2A eétablisable dans les plantes

monocotylédondSunet al. 2015]
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T-polyA

Figure2.lcarte du vecteur d'expression et la régénération deplants de mais transgéniques

A, une carte du vecteur d'expression. P-ubi, preorade I'ubiquitine; crylAh, le géne Bt crylAh; 2@¥€psps,
géne 2mG2-epsps; T-sai, nopaline terminateur da derda synthase; e35S, virus de la mosaique duftdr
amélioré promoteur 35S; PMI géne phosphomannoseéisse; T-polyA, terminateur polyA; LP4 / 2A, pelati
de liaison LP4 / 2A; sonde, un fragment de 900 plg&he de fusion a été utilisé comme sonde potnansfert
de Southern. B, la sélection des cals résistardsrégénération des plants de mais transgénitjusdection des
cals résistants; Il, tournage résistant; I, ptarésistante; 1V, plante régénérée; V, TO semeteasais
transgéniqugsunet al. 2015]

1.2.2 Amélioration de la tolérance aux stress abiofue

La sécheresse est I'un des stress abiotiques Ues iplportants qui affectent la
productivité des cultures céréaliers et notamndeninais, représentant environ 24 millions
de tonnes de mais perdu par an , la sécheressé fadproductivité en inhibant le
développement et la photosynthése.

Des études antérieures ont montré que I'expredsioe kinase activée par mitogene de
la protéine kinase (MAPKKK), poussait le géne avactune cascade de signaux d'oxydation
et conduisaita la tolérance aux basses températugshautes températures et a la salinité
dans le tabac transgénique. Pour analyser le réld'agdtivation du stress oxydatif de
signalisation dans I'amélioration de la toléranda sécheresse dans les grandes cultures, les
chercheurs ont utilisé un MAPKKK du tabac (NPKfLaeté exprimée constitutivement dans
le mais. Les résultats montrent que I'expressiodIN&méliorée la tolérance a la sécheresse
chez le mais transgénique. Dans des conditions ébberesse, les plants de mais
transgénigues ont maintenu des taux de photosyntsigsificativement plus élevé que le
contrble non-transgénique, ce qui suggere que NiRKGit un mécanisme qui protege les
machines de la photosynthése des dommages causés géshydratation. En outre, les
plantes transgéniques tolérante a la sécheresshuigeat des graines avec des poids

similaires a ceux dans des conditions ou ils s@t hrrosées, alors que les poids desgraines



Transformation Génétique

de plantes témoins non transgéniques sous effetédreresse ont été considérablement

réduits par rapport a leurs homologues non sakgiShouet al. 2004]
2. Transformation génétique chez les légumineuses

2.1 Transformation génétique sur le soja

Des méthodes efficaces ont été mises au point [potroduction de genes étrangers
dans la plupart des plantes cultivées. Cette tdopmoest utile a la fois pour I'amélioration
des caractéristiqgues agronomiques, mais aussilpaacherche fondamentale sur la fonction
des genes. La technologie de transformation esicplig&rement bénéfique pour une culture
comme le soja, I&lycine maxest un pool de matériel génétique trés largesaila de plus
de 3000 ans d'élevage. Malheureusement, le soja Buge des plantes cultivées les plus
difficiles a transformer. Les premieres transfoipra réussies du soja utilisant
I’Agrobacteriumtumefacierslinchee et al. 1988Jet labiolistique, par contre I'efficacité a été
tres faible et les méthodes étaient difficiles graduire. Suite a cela, diverses méthodes de
transfert de genes et des tissus cibles ont etéiegas, mais l'efficacité est restée faible pour
la plupart des approché®inkinset al. 2002] Ceux-ci comprennent des méthodes telles que
I'électroporation de protoplasfem et al. 1987; Gros et al. 1991t tissu nodal intact.

Ces méthodes sont prometteuses, fournissant deeplaeuvent étre régenérées a partir
de protoplastes et ainsile taux d’obtention de telitransgénique est augmentée. Les deux
méthodes les plus fiables pour le soja sont lastoamation par A. tumefaciens et la
biolistique d'ADN.

2.1.1 Amélioration de la tolérance aux stress abiojue

Le soja tolérant aux herbicides est le soja génétient modifié le plus cultivé au
monde Le soja étant en effet assez peu couvrant et papé&iitif par rapport aux mauvaises

herbes, la principale difficulté de saculture résidans la maitrise du désherbage, en
particulier dans les premiers stades de son dépefopnt. Cette maitrisedes adventices passe
par différentes stratégies. En agriculture biolagiget dans certaines exploitations
conventionnelles, le désherbage est mécanique emigput, la culture du soja s’y prétant
assez bien. En agriculture conventionnelle, etactionde la flore attendue, on procede a un

traitement en pré-levée, en pré-semis ou post-satieu a un traitement en post

levéeseulement avec un herbicide sélectif.
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Le soja 356043 a été élaboré par Pioneer Hi-BrediuRtion Ltd. au moyen de la
technologie de 'ADN recombinant, qui a permistdiduire les génes gat4601geh-hra Le
génegat4601code I'enzyme glyphosate-N-acétyl-transférase (Gadrivé des enzymes du
Bacillus licheniformis qui métabolise I'herbicide glyphosate, confémnsi de la résistance a
ce veégetal. Le gengm-hracode une enzyme ALS modifiée qui lui confére deélistance
aux herbicides inhibant I'ALS.

Pioneer Hi-Bred Production Ltd. a fourni des dorsngar l'identité du soja 356043, une
description détaillée de la méthode de transfonaties données sur le site d'insertion des
genes, le nombre de leurs copies et leur niveagrssion dans le végétal ainsi que le role
des génes insérés et de leurs séquences de régulatis nouvelles protéines ont été
identifiées et caractérisées. Pioneer Hi-Bred Rrioin Ltd. a également fourni des données
permettant d'évaluer la toxicité potentielle desvatles protéines pour le bétail et pour les
organismes non ciblés ainsi que son pouvoir allegeotentiel pour les humains et pour le
bétail.

Le glyphosate bloque la production d'acide shikiueigécessaire a la biosynthese des
acides aminés aromatiques, la phénylalanine, lasitye et le tryptophane, chez la plante,
donnant ainsi lieu a l'arrét de la croissance odénés de la plante. Le géget4601code une
enzyme dérivée de trois enzymes N-acétyltransférds®. licheniformislaquelle désactive
le glyphosate par N-acétylation. La séquence de eeizyme est homologue a 84 p. 100 aux
séquences utilisées pour la créer. Le ggatd601qui a été introduit dans le soja au cours du
processus de transformation permettant d'élabersoja 356043 confére a cette variété une
tolérance au glyphosate au champ.

L'acétolactate  synthétase  (ALS), également connueus s le nom
d'acétohydroxyacidesynthase (AHAS), est une enzymigoue un réle clé dans la synthese
des acides aminés essentiels a chaine ramifitelicine, la leucine et la valine. Les
herbicides inhibiteurs de I'ALS interrompent la th@se de l'isoleucine, la leucine et la valine
chez les végétaux, entrainant ainsi l'arrét dedesgance et la mort des plantes. Le ggme
hra code une enzyme ALS du soja qui présente deugrdiites précises au niveau des acides
aminés par rapport a I'enzyme du type sauvageuide gend résistant a toutes les catégories
d'herbicides inhibiteurs de I'ALS. Le gégm-hrag qui a été introduit dans le soja au cours du
processus de transformation permettant d'élabaréyriée 356043 confere a cette variété une
tolérance au champ aux herbicides a base d'inbibitée I'acétolactate synthétase (ALS).

Chez le soja 356043, aussi bien I'expression de4BBT que I'expression de GM-HRA

sont régulées par un promoteur constitutif. Deséthons de tissus de soja ont été prélevés

11



Transformation Génétique

chez des plants a divers stades de croissanceré&ston moyenne des protéines GAT4601
et GM-HRA a divers stades de croissance a été iegar dosage immunoenzymatique. Les
chercheurs ont extrait les protéines GAT4601 et-IBRA du grain de soja 356043 puis ils
les ont caractérisées. L'identification des pr@&einpurifiées a été confirmée par
immunotransfert de type Western, analyse d'emmgrelatmasse peptidique et caractérisation
de la séquence N terminale.

Les concentrations des protéines GAT4601 et GM-HRAs les tissus du soja 356043
étaient trop basses pour permettre I'extractiomaitants suffisants et procéder a I'évaluation
de l'innocuité pour I'environnement et pour l'alitaion du bétail. Pour obtenir des quantités
suffisantes aux fins de I'évaluation de l'innoguité fallu exprimer les génegmt4601let gm-
hra au moyen d'un systeme de productiorEdeoli. L'équivalence des protéines GAT4601 et
GM-HRA produites par la plante et parHe coli a été déterminée par comparaison de leur
poids moléculaire, de leur réactivité immunologigde leur empreinte de masse peptidique et
de leur degré de glycosylation. Les résultats émi@htré que les protéines GAT4601 et GM-
HRA produites par le soja 356043 sont équivaleateglles produites naturellement far
coli.

La méthode qui a été utilisée est le bombardemeigroprojectile d'embryons
somatiques secondaires avec des fragments d'ADNram uniquement les gengat4601
et gm-hra Le soja 356043 a été sélectionné sur la base delérance au chlorsulfuron; la

présence des gengat460letgm-hradans le transformant, a été confirmée.
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Chapitre 3: Analyse Critique des OGM

1. Description de la construction des OGM

Les éléments présents dans la construction des @@khnent regulierement comme :
* Le promoteur qui est l'initiateur de la transcriti
* Le géne d’intérét ou gene marqueur qui sert a selteter la plante ayant recu la
bonne insertion.

* Le terminateur qui donne le signal de la terminaide la transcription.

En plus de ces trois €léments essentiels et quimésent pratiquement chez tous les
organismes génétiqguement modifié il y'a égalemamirésence d’amplification, de séquence
amplificatrices ainsi que des facteur de transiotipet d’autres éléments, tous ces éléments
qui sont utilisé pour la création dOGM sont égadmt utilisé lors de leur identification
[Gendron 2009]

Gene d'interéet
E3 non modifie

Construction interrompant
le géne dinterét pour
empécher son expression

Electroporation
de la construction

ecombinaison homologue
- e dans la cellule ES entre le
— géne normal et la construction

- .
-
= i

Gene d'interéet
modifie

La cellule ES modifiee est selectionnee
pour sa résistance a la néomycine st
sa sensibilité au gancyclovir

Figure3.1Reéalisation d’une construction génétique
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1.1 Les techniques de transformation génétique pouiobtension d’'un
OGM

Il existe plusieurs méthodes pour fabriquer un oigrae génétiguement modifié cela
dépend de la nature de lindividu qu’il soit animalu végétale, par la suite cela dépend
egalement de la méthode utilisé que ce soit la oaéthlirecte ( méthodes physique), méthode
chimique en faisant intervenir le polyéthyléneghf®EG), une molécule capable d'induire la
déstabilisation de la membrane plasmique et quinpetde transfert d'’ADN, ou alors la
méthode indirecte qui est également appelé méthdalegique en faisant intervenirdes
bactéries qui Vvéhiculent le transgéne jusqu'a lallulee souhaité telle que
I’Agrobacteriumtumifascience.

Ces techniques fonctionnent toutes sur des celkdggtales. Cependant les cellules
animales sont spécifiques, elles ont un réle détermu sein de I'organisme, ainsi, pour créer
un OGM animal, il faut agir sur la cellule a la eage toutes les autres: la cellule-ceuf (qui
donnera alors naissance a un nouvel organismeigéegtent modifigyVang et al. 2015].

On utilise donc plus particulierement la technigieéela micro-injection, qui est une méthode

physique en ce qui concerne la transgénéese animale

Table3.1Techniques de tranfert direct

Technique de transfert
direct

Cette méthode consiste a soumettre des ADN etrdéspiastes
des champs électrique, ce dernier provoque unalmisation de
la membrane plasmique et une ouverture des pocdiaiat par
Electroporation conséguence le passage de 'ADN dans le noyeaig faut en
aucun cas que le choc électrique soit fort si reda empecéra I
cellule de reprendre ses activités initiales. Teghaiutilisé sur le
Riz, le Mais, I'Orge ...etc.

Cette méthode consiste a introduire deirectemegéte étrangg
dans la cellule hote en utilisant un micromanipuatmonté ave
un microscope, le gene est alors introduit accom@adm sof
Micro injection complexe promoteuterminateur dans le noyeau a l'aide d’
micropipette, la cellule est alors modifié.

Technique utilisé sur le Tournesol, le Colza, la pomme
terre ...etc.
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Cette technique consiste a propulsé le trasngéretéeinent dar
les cellules végétales en utilisant des migittes de métg
enrhobé d’ADN, généralement ce sont des miglies en e
Biolistique tangustin, ces dernieres sont projetés en treslgnatesse sur $
cellules hotes , I'inconvéniant de cette méthodel'egégration]
de facon aléatoire de la cellule transformé dakBN .
Technique utilisé sur : le Coton, la Tomate, le Blétc

Cette technique consiste a emprisonner, blogu&he gl'intéré
dans des liposomes qui ont la capacité de fusioawec |3
Lipotransfection membrane des protoplastes ils liberent par consédeegeng
d’intérét dans le cytoplasme de ce dernier, cettthate est pg
utilisé car peu de ces genes peuvent parvenir jusqubgau e
s’intégrer avec le génome.

La méthode biologique consiste a faire intervenirne u bactérie
I’Agrobacteriumtumifaciens ou I’Agrobacteriumrhg&ne possédant un systéme naturel de
transfert de génes aux cellules végétales en pgsaaces étapes :

Etape 1 :l'introduction du gene d’'intérét dans un plasmégteutilisant différent enzymes de
restriction et une ligase donne un plasmide géuétigent modifié comprenant le gene
d’intérét.

Etape 2 ce plasmide est alors transféré dans une bactériest) Escherichia coli (E. coli),
par la suite les colonies de E. coli sont cultiegipavoir un maximum de pourcentage de

bactéries ayant recu le plasmide transformées p@parer le plasmide vecteur.

Etape 3:la sélection des bactéries E. coli possédant &seg) d'intérét c'est-a-dire les
bactéries transformé et possédant également undgerésistance a un antibiotique, se fait en
placant les bactéries transformé dans un miligherien antibiotique et c’est ainsi que seule
les bactéries transformé sont sélectionné cettbadéts’appelle le criblage blanc/bleu.

Etape 4: lintégration du plasmide transformé a laide drtAbacteriumtumifaciens
possédant la capacité des fragments précis de & dans le génome des plantes, le

plasmide est alors transféré d’E.coli a tumifacieasle phénomene dit de conjugaison.

Etape 5 :la bactérie Agrobacteriumtumifaciens est placé&awe fragment de tissu végétale
dans un milieu de culture commun, c’est ainsi gugdne d’intérét est transféré dans le noyau

de la cellule.

Etape 6 :la régénération de plantes entiéres a partir deekules transformées.
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1.2 La classification des OGM

Il existe plusieurs axes pour classifier les orgar@s génétiqguement modifiés, I'une des

plus importantes est la classification fondée 'suiigine des éléments inserés.
1.2.1 Les OGM de premiere génération

La plupart des OGM commerciaux actuels ont été yitecen utilisant la technologie
cut-and-paste(couper-coller) a I'aide d’enzymeseastriction de digestions et de ligation, ces
OGM la se caractérise en ayant le gene du caeagésiré combiné avec le promoteurs 35S
(P35S)et le terminateur T35S du virus de la masaidy chou-fleur(CaMV) et lenopaline
promoteur synthase (P-nos) et le terminateur (7-nosdérivésde
Agrobacteriumtumefacieftdemmer 1997] ce qui facilite la détection et la transformation
des cellules végétales.

Ces constructions génétiques ont ensuite été esétans des vecteurs de clonage
circulaire d'origine virale ou bactérienne pour upmpagation rapide, les OGM de premiére
génération consiste a integré deux types de dsgeares a la majorité des cultures GM (mais,
soja, coton, colza...): un transgene de productlam insecticide par la plante ou un
transgéne de tolérance a un herbicide, le plusesdiude Roundup de Monsanto (70 % des
cultures américaines), l'insertion de la constamctdans le génome de la plante varie de
cellule en cellule.

Lafonction de la construction génétique responsdhla caractére deésiré contient au
moins un promoteur, un géne d'intérét et un tertema Les constructions génétiques
contiennent souvent aussi un enhancer supplémentaiintron ou un motif de signal , ce qui
contribuea la régulation transcriptionnelle et poshscriptionnelle de signalisationdans la
cellule. Les vecteurs de Clonage et leur compogahtgue les genes marqueurs de sélection,
lespolylinkers et le plasmide Ti Agrobacterium, lesdures droite et gauche, sont présents
dans de nombreux OGM mais pas tous !

La présence de ces éléments, leur distributionifspée leur combinaisonset leur
organisation dans les differents OGM représentest idformations indispensable pour la
détection des OGM.

1.2.2 Les OGM de seconde génération

Ce sont ce qu'on appelle les OGM empilésqui est combinaison de différente
modification dans une méme plante, , jusqu’a obteniorganisme génétiquement modifié

capable de produire plusieurs insecticides oudoldiusieurs herbicides différents.
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Les OGM sont difficiles a distinguer de leurs pasetle premiere générationBeaucoup

de coton et de mais OGM commercialisé.
1.2.3 Les OGM de troisieme génération

La troisieme génération d'OGM est composé d’'OGMlexl éléments transgéniques
insérées n'ontpas été utilisée dans d'autres OGMums et ou la majeure partie de l'insert
est dérivée de I'hdtelui méme et ou la partie réipamte de l'insert est trés limitée (a des
courts fragments dérivé du vecteur de clonage).pleiOGM de troisieme génération ou
également appelé quasi-intragenique ou near-intragest la pomme de terre AV43-6 - G7.
Ces OGM de troisieme génération sont beaucoupditiisiles a détecter que les premiére et

deuxieme générations.
1.2.4Les OGM de quatrieme génération

Lacisgenese (ou les genes sont transférés seulemiatdes organismes étroitement
apparentés) fait parti des OGM de la quatrieme rgéin@d, les éléments insérés vont
invariablement étre dérivées du pool génétiqueatiige pour la recombinaison naturelle.

Ainsi, seule la détection des éléments inséréseneé pas étre utiliseecomme preuve de
la modification génétique. Heureusement que posir@@M, l'ordre et l'insertion spécifique
des éléments dans les locis est un potentiel poutétection ainsi que l'identification des
OGM basée sur 'ADN.

Les profils d'expression génique offrent égalemantertain potentiel mais qui est trés

limitéPour la détection des intragens et des ciggkaist-Jensen et al. 2012]

2. Avantage ou inconvénient ?

Les organismes génétiqguement modifies ou OGM, éntéitivé et commercialisé
depuis plus de deux décennies, selon I'ISAAAS@ervice international pour l'acquisition
d'applications agricoles biotechnologiquesl81,5 millions d’hectare de surfaces cultivés en
PGM en 2014 soit 10% des terres cultivé dans ledmgplus de 30 pays ont augmenté la
culture d’OGM destiné a la commercialisation, eaumup d'autres ont effectué des essais
sur le terrain. Les especes OGM les plus commeséigbnt : le soja, le mais, le coton et le
colza, il y a une vingtaine d’autres OGM qui sogalément commercialisé ou en cours de
commercialisation Le nombre d'OGM cultivédans éssais sur le terrain ou pour la
production commerciale a constamment augmenté ars ae cette période. De ce fait, le

nombre d'espéces, le nombre de pays impliqués,iMarsité des nouveaux éléments
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géneétiques (ajouté) au commerce mondial sont ddsuis qui contribuent a la complexité
croissante de détection et [lidentification coreectles OGM et de leursmatériaux
dérivégHolst-Jensen et al. 2012]

2.1 Avantages des OGM

Les avantages des OGM sont présentés dans la@taipgonny 2003]

Table3.2avantages potentiels du géni-génétique dans différes domaines

Domaines Avantages

- Nouvelle voie de développement technologique basédasmatierq
vivante, la biologie et le renouvélemgmtu lieu d'étre basé sur
chimieet des ressources fossiles.

- Un moyen de développement plus durable au 21é&ukes

- Un moyen (entre autres) pour faire face aux chaegésrclimatiques
la reproduction plus rapide de nouvelles vari&téaptées, la chim|

La societé o . o )
du végétal au lieu dechimie du pétrole.

mondiale
- En raison de moins de pertes de productlanméme quantité
production peut étre obtenue sur une zone plugepeti une plu]
grande quantité sur la
méme surface. Donc, il est moins nécassdlaugmenter la superfiq

cultivée par la déforestation ou la culture de redhes terres

-Augmentation potentielle des denrées alimentgirééressanpour les

Pays les moins avances), et les produits alimestain peu moins cher

7

- Moins de risques causéspaertains pesticides chimiques d
I'environnement et dans les aliments.
- Des produits adaptés a certairsgences spécifiques (produits 1

Les
allergénes, aliments enrichis ou aontraire limités dans certai]

consommateurg
Composants).
- Un meilleur équilibre nutritionnel pour certainéenrées alimentaireq.
- Baisse des prix des difféerents vaccins et déetrants.

- Amélioration du niveau de vie global si les gaimsptoductivité sor

partagés par tous.
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Les autorités

- Celaaide a maintenir la compétitivité de l'industries demences et
biotechnologie dans le pays.

- Des moyens de développer une plus grande dugabili

Public - Utile en contribuant & résoudre certains probléenjeslliution,
adaptation au changement climatique).

- La biotechnologie = un outil indispensable pour lar@sasance, |

Recherches |compréhension et la découverte, afin de permetwie meilleurs

publics compréhension de beaucoup deecanismes biologiques inexpliqy

jusqu'a présent.

Les agriculteurs

et lesagronome

o

- Plus facile a cultiver (traitements simplifiés) , uneupl grands
flexibilitédans les interventions , des moyens fimdes pour améliorer
revenu .

- Diminution des pertes, et une meilleure adaptatiea plantes a le
environnement.

- Moins de pollution pates pesticides, les moisissures (champignq
ou par les impuretés.
- Moins besoin d'augmenter les surfaces cultivéessipitité d'une

agriculture plus durable.

Les entreprises
de l'industrie

alimentaire

- Matiéres premieres diversifiées qui somins chers et mieux adapté

une variété d'utilisations, avec moins de pertes.

Les entreprises

de semences

- Nécessaires pour faire face a la concurrence eerélat mort dq
l'industrie des semences.

- Outil utile pour lintroduction de nouveauxaits dans les plant
(résistance, composition, etc.).

- Permettre une sélection plus rapide et une medled@sistanc

concurrentielle.
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2.2 Risque des OGM

Table3.3Motifs invoqués pour le rejet des OGM : les risquedes craintes et les raisons

du refus
Types de
. Les craintes et les risques pergus
risques
L s transgénese = transgression de la barriere estesp®ces.
Procédé de 9 9 e

transfert de

genes

- Le risque engendré c’est de troubler l'ordre gitnome qui nepeuf
gu’'apparaitre que plus tard.

- Une connaissance insuffisante du génome n'aatpés ce rafistolagen
transférant des genes étrangers

La santé, par
exemple
mais Bt , soja
tolérant au

glyphosate

- Les allergies, la toxicité a long terme.

- Des tests de sécurité insuffisante

- Le géne codant pour la toxine-Btconsommant des toxines insectici
sécréteées en continu.

-Le gene codant pour l'enzyme qui dégrade le glyateo. OGM

accumulent les produits de dégradation

Environnement herbes, les plantes envahissantes ce qui induied@iminution accélérég

Le flux de génes vers des especes apparentéesgsaules,mauvaise

de la biodiversité

Le flux de genes vers des cultures voisines de danenespecee qui

induit a une récoltes impures et donc une contamination.

Agro- - Probleme de plantes spontanées dans les cultures.

économique |-Le risque d'une baisse de Bt ou de lefficacité glyphosate , dp
molécules intéressanteqour une utilisation dans d'autres sect
agricoles
Peu d'intérét pour les consommateurs, «produit i@pes par le
multinationales.

. - L'agriculture de plus en plus dépendante (les aljeiers doivent achet
Economique

des semences chaque année).
- Difficulté pour les pays en développement d'aecédcette technogie
(brevets)
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- L'appropriation des ressources génétiqgues parlques grandg

multinationales.

Modele de |Renforcement du modele industrialise, dons lemites ont déja éf
production dépeintes de facon critique.
agricole et |- L@ perceptiondes consommateurs : " lls jouent avec notre saote

alimentaire |faire plus d'argent "

- Une nnovation ni demandé ni souhaité, mais mis en plexiguemen
pour les bénéfices de certaines entreprises mtidtivades.
- Aucun respect pour le libre choix des consommatearsaison de |

présence d'OGM dans de nombreux additifs et "canttian” fortuite de

Motifs socio- .
N grain
politique . .
a travers le flux de genes.
(valeur, . o . o _
. - Le désir de revenir a la vraie nature (intér&issant de produifs
systeme, et _
organique).
croyance)

- OGM symbolisent le développement vers un type deétd qui eg
percue négativement.
- De tels progrés, a quoi bon? " (Une certaingéepde confiance dans

progres de la science).

3. Tendance réglémentaire

3.1 Le choix des africains devant la culture des OG

Il existe un consensus scientifigue méme en Eugopéit que les aliments et cultures
OGM mis sur le marché jusqu'a présent n'ont appaugun risque réel que cesoit pour la
santé humaine ou pour I'environnement. L'Europecaid® d'étouffer l'utilisation de cette
nouvelle technologie, non pas a cause de la préseémaisques, mais a cause de I'absence
jusqu'a présent des avantages directs pour la nplales Européens. Les agriculteurs en
Europe sont peu nombreux, et ils sonttrés productiEme sans OGM. En Afrique, en
revanche, 60% de tous les citoyens sont encoreudigiirs et ilsne sont pas encore tres
productifs.
Pour ['Afrique, le choix d'étouffer la nouvelle kewlogie avec le style de

réglementation européenne porte un colt beaucaspepv@Paarlberg 2010].
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L'avenir des aliments et des cultures génétiqguemerdifiees en Afrique dépendra
fortement du choix que fera le gouvernement afiniesi ce qui concerne la régulation de cette
technologie. Il existe essentiellement deux difiéee approches réglementaires disponibles:
I'approche utilisée par I'Union européenne et kFappe utilisée par les Etats Unis, il y a
guatre principales différences entre ces approghesont représenté comme J#aarlberg
2010t

Table3.4principales différences entre les approches de réghentation européenne et
américaine

EUROPE ETATS UNIS

- Exige de nouvelles lois distincteset - Les mémes lois déja existante qui spnt
spécifigues aux aliments et apx

cultures OGM

déja mise en place pour les aliment$ et
cultures non OGM (en ce qui concerng la

sécurité humaine et environnementale

de

biosécurité pour les aliments non OGM

- Exige la création dg - Ce sont les mémes institutions

nouvellesinstitutions (par exemple,

les comités nationaux de biosécurgé) Ex: Animal and plants health qu

et un dépistage et procesgus Environmental protection Agency

d'approbation spécifique pour s
OGM

- Peut refuser dapprouver upe -

nouvelle technologie seulement en|se

fondant sur «l'incertitude», un risqgie

hypothétique suffit pour un refup.

Connu sous le nom de

« l'approche de précaution »

Si les tests standards de risques corlnus
I

tels que la toxicité, l'allergénicité et
digestibilité ont été transmis avec sucq
il n'y a pas d'obstacles réglementaire

la commercialisation

- Tous les produits sur le marché a
une certaine teneur en OGM d

porter des étiquettes d'identificatior

ec
Dit

La FDA n’exige aucun étiquetage sur

nourriture OGM commercialisé

a
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Les pays européens refusent d'importer de la rnfaverou méme de la viande de veau
des pays africains parce gu’ils disent qu’ils éturn avec du mais transgénique. Les
dirigeants politigues en Afrique paient un prix pdout simplement «faire ce que les
Européens imposent. "Parce que les Européens oat h@soin de cette nouvelle
technologieleursagriculteurs sont déja trés proftuet les consommateurs européens sont
déja bien nourris.

En Afrique, cependant ou les agriculteurs ne sast gncore productifs et ou tant de
consommateurs ne sont pas encore bien nourrigiaies potentiels des cultures OGM sont
plus avantageux que I'importation des denrées aliane de I'étranger.

Par ailleurs, les Africains pourraient utiiementexdher des moyens de rendre leur
réglementation indépendante en ce qui concerrmilages d'OGM.

D'autres pays en développement ont réussi a datveznent libres de toute influence
externe - par exemple, la Chine a connu une fateuv dans cette nouvelletechnologie, et a
investi des ressources budgétaires publiques immmted pourdévelopper la technologie pour
un usage uniquement chinois. L'Afrique a un choifaige et des décisions indépendantes

concernant les aliments et les cultures dOGM.
3.2 Le cas de 'Algérie

L’Algérie ayant ratifié le protocole de Carthagesar la prévention des risques
biotechnologiques reste encore dubitative quantreagques des organismes génétiguement
modifies le 24 Decembre 2000 [I'Algérie adopte urré@ ministériel interdisant :
limportation, la production, la distribution, laommercialisation et I'utilisation du matériel
génétiqguement modifié.

En 2004, Lors du débat sur le projet de loi rel@wux semences et plants, le ministre
de I'’Agriculture, Said Barkat, a réaffirmé que @&M seront interdits a la culture en Algérie
jusqu’au “jour ou l'on verra que les OGM n’aurornican effet négatif sur la santé des
Algériens”.

La loi sur les OGM a été présentée par le Ministird’Environnement et intégre une
partie sur les ressources biologiques. Cette lengrégalement en charge la protection des
obtentions variétales en conformité avec les accded’ OMC.

L’Algérie affirme lors de sa coopération avec ldat® unis dans le domaine de

'agriculture a vouloir seulement améliorer la pmotion en introduisant de nouvelles

techniques et en améliorant la qualité de la semearicque tous les intrants, dont les
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fertilisants, utilisés seront étiquetés , et quarpme type de coopération, 'Algérie n’a ciblé

gue les entreprises n'utilisant pas ces types diugge.
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Chapitre 4. Méthodes de détection des OGM

1. Introduction

Au cours des deux dernieres décennies, les teadmigtADN recombinant ontété
énormément utilisées dans la science agricole medeat jusqu'a ce jour, un total de 336
plantes génétiquement modifiées a été approuvélpa@ommercialisation.

Au cours de cette période,le taux de croissancecdigres géenéetiquement modifiées
cultivées a été de plus de 10% par an et a ati&hfs5 millions d'hectares dans le monde
environ 4/5 du total de plantation de soja et d& @i coton dans le monde en 2014.
Parallélement a ce développement rapide des csltahd, le public est toujours préoccupé
par leles risques potentiels des plantes GM et ldarivéfHolst-Jensen et al. 2012]

Plusieurs organisations internationales ont émis série de reglementation pour
renforcer et normaliser le développement des OGNk &e 50pays et régions ont également
publié des reglements sur I'étiquetage des OGMestsuils de tracabilité dans tous les
produits alimentaires contenant des teneurs GM,egample, I'étiquetage des seuils pour
'UE est de 0,9% ,5% au Japon, 3% en Corée &faau brésil.

2. Méthodes de détection

Afin d'exécuter ces reglements sur I'étiquetageQieM, il estessentiel pour développer
et standardiser de facon efficace et crédible |&hates d'analyse pour le contrdle du
contenu GM dans les produits alimentaires / alisigmbur animaux. En utilisant deux
principales méthodes pour la détection des OGMrel’'vise la détection des OGM au niveau
de 'ADN/ I'ARN, et l'autre vise les exogene expan niveau des protéines. Ce sont ces deux
méthodes qui sont principalement utilisé en raidereur sensibilité élevd®el Gaudio et
al. 2010]

2.1 Détection d’'OGM basée sur la détection de 'ADN

2.1.1 Le séquencage

Le séquencage est la méthode la plus sur et ladpeste pour I'identification des OGM.
Par ailleurselle consiste en un processus longmplexe. Le séquencage est uniquement utile

pour la confirmationde la présence etidlentité d'un OGM décelé par une autre technique de
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détection.ll sera utile dans le cas d'échantilldeBe une semence unigue ou un seul
amplicoriGendron 2009]

2.1.2 PCR quantitative et semi-quantitative

La PCR semi-quantitative est basé sur I'‘évaluationtbt séparé en plusieurs sous-
échantillons. La taille des sous-échantillofeurnombre et les résultats positifs sont les
éléments utilisés pour estimer le pourcentaged'Q@ahs un lot. Par un sous-échantillonnage
approprié cette approche pourrait méme permettrede déteassi peu que 0,2 dOGM.
Cependanta méthode par souséchantillonnageaugmente suieitanent le nombre de tests
nécessaires pourobtenir une détection plus prédese OGM en faible concentration.
L'approche par PCR en temps réel est probableraenéthode la plusprécise pour quantifier
les OGM approuveés ou non approuvés de séquenceaann

Cette approche se base sur la détection et la ifjoaimbn d'un indicateur
fluorescentdont la transmission est directement pgionnelle a la quantité
d'ampliconsengendrés pendant la PCR. lls sont hdleiuent utilisés pour quantifier, par
PCRspécifique a I'événemenh contenu aussi faible que 0,1 % d'OGM.

En effet le coefficient de variation de la concentratioredétiné par cette méthodevarie
habituellement autour de 5 a 20 % (causant unegramcertitude au niveau du résultat
obtenu. D’'une fagon générale, les méthodes de td#PE€R ont une limite de détection de
0,01 %.

Cependant, 'analyse quantitative n'est pasposailii&ussi faible concentratidnce
niveau de détection, un résultat positifpourraie &onfondu pour un résultat négatif ou du
bruit de fond. La plupart deslaboratoires utilise@$ techniques pour la détection dOGM se

donnent une limite plus raisonnable de 0,]Gendron 2009]
2.1.3 PCR qualitative

Une des techniques fréquemment utilisées estlvatiée surdmplification de'ADNdu
transgene par PQREnN effet on peut déterminemar différentes techniques de PAR
présence ou'dbsence '©OGM. En général ces méthodes 'amplification peuvent étre
regroupées en au moins quatre catégdiHetst-Jensen et al.2012]

1- les méthodes de criblage
2- les méthodes spécifiques au gene
3-les méthodes spécifiques a la construction

4les méthodes spécifiques a un événement.
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En plus de la stabilité thermique et chimique 'd®N, la grande sensibilité de ce type
de méthodgesa simplicité technique et la grande quantigxgériencesdéja accumulées en
plus de son potentiel poualitomatisation sont des avantages importants.

2.1.3.1 Le criblage

Le criblage étant une technique simple d'utilisatjoi détecte la présence de séquences
frequemment utilisées dans la construction des Q€ls1 des promoteurs ou terminateurs.
Souvent, cette approche utilise les séquences d&anues des promoteurs
CaMV(<<Cauliflowermosaic virus ») 35S (P35S) ou NOS (nmealynthase) (PNOS) ainsi
gue des terminateurs NOS (TNOS) ou CaMV 35S (T3mB$ont régulierement utilisés. Ces
types de PCR sont assez rapides et sensiblesmeétpent, en théorie, de détecter aussi peu
que 0,01 % a 0,1 % d'OGM lorsqu'on cherche pousrésence d'un promoteur 35S par
exempl¢Angers-Loustau et al. 2014

Cependant, celles-ci ne permettent pas de diff@edeux OGM qui utiliseraient les

mémes séquences contrélant I'expression d'un gaagtjfférent.
2.1.3.2 Les PCR spécifiques au gene

Les PCR spécifiqgues aux genes quant a elles, pembedobtenir un peu plus
d'information puisqu'elles peuvent déterminer laggqui est transcrit poucréer 'OGM. Si
deux organismes génétiguement modifiés ont le nggne dans leur construction, il ne sera
pas possible de les différencier, par exemplegldilsfaut détecter la présence d'un OGM
ayant un gene additionnelstackedgene [Bilgic et al. 2013. En effet si un croisement est
fait entre deuxOGM et que la lignée résultante @dssles cassettesindertion des deux
parentsla différence entre un mélange de ces deux OGM&8®OGM nouvellement créé

par le croisement de ceux-ci ne pourra pas étie d&ec unePCR spécifique au géne.
2.1.3.3 L’amplification spécifique a la constructio

Cette technique consiste a amplifier une sectioadenstruton (ex le promoteur)
jusqua une autre section de cette méme casdattedion (ex le gene). Avec cette apprqgche
I'information obtenue sur une partie dela constracgieut permettre de déterminer de facon
assez précise un OGM quipourrait étre présent. riZipe pour deux événements avec la

méme constructioninsérdese pourrait ql n'y ait pas de différence.
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2.1.3.4 Le PCRspécifique a I'évenement

Il permet damplifier la jonction entre’ADN de la plante et celui de la cassette
d'insertion(bordure). Cette méthod&pplique seulement dans le cas 'éudnement ciblé est
connu. En présenceud mélange ' @©GM différents ou de nature inconneette technique est
difficilement applicable ou nécessiterait une pléiae tests.

Pour les trois premiers types de PCR (criblapcifique au genespécifique a la
construction) une connaissance détaillée de la séquence comgéettOGM riest pas
nécessaire. Poulukage de ces PCR, il est possible de se baseesutotinées générales de
construction @GM telles les séquences partielles des insertssopuii accessibles dans la
littérature scientifigue.Dans le cas d'une PCR spécifiqueéxdnementla séquence de la
jonction entre la plante et la construction daie&onnue efpour celail faut avoir accés a de
I'information beaucoup plus détaillée surla ségaede IOGM recherché pour créer les
amorces appropriées. Ces informations sur la jonéGM-plante sont souvent inaccessibles
et parfois réservées aux entreprises ayant ou plegadroits sur le brevet du transgéne.

Pour obtenir une détection efficace et sensiblec asas méthodes| est important
d'évaluer le choix des zone'sathplification les paramétres des PCR degré de dégradation
de I'ADN et les matrices testées pouvant interférarc lamplification, puisque de plus en
plus de laboratoires sont dotés d'équipements faorg I'amplification PCR de basées
limitations viennent surtout du fait que son uatisn sur le terrain demeure limitée par
rapport aux méthodes immunologique Les quatre tgge®CR précédemment mentionnés
peuvent servir de détectionqualitetien donnant dériformation sur la présence dalsence
de produits timplification recherchés avec des seuils de détegiuvant aller jusqa 001

%. Il est donc possible'abtenir une meilleure sensibilité avec la PCR plupdavec les

méthodes immunologiguepuisque ces dernieres détectent aux environs,déo0pour les

tests les plus sensiblgsendron 2009]
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2.2 Détection d’'OGM basée sur la détection de pratges

La détection de la protéine produite par le transgest ‘Lne des méthodes qui est
couramment utilisée pour la détectiorO@M. Ce type de meéthode peut étre utilisé
pourladétection qualitative et quantitative. Le npipe de cette approche est basé
surlutilisation dun anticorps se fixant spécifiguement a un antigésuoit la protéine
recombinante recherchée. Pour pouvoir obtenir mta@ps il faut quil soit déjadisponible
ou bien gton puisse le développer a partintbrmations ou de protéinesdéja connjiégsist-
Jensen et al. 2012]ll est important que’dnticorps sélectionné soit bienspécifique pour
empécher les réactions non voulues avéautces protéines ayant descaractéristiques
semblables qui pourraient entrainer I'apparitionfalex positiffMarkoulatos et al. 2004]

Ces méthodes peuvestlon le casétre utiliséesdirectement sur le terrain (bandedetiests)
ou en laboratoire (Western Blok enzymelinkedimmunosorbentassay »). Les techniques
immunologiques tout comme lacaractérisation phéuqtee détectent des caracteres

particuliers pouvant étre présentsdans plusieesstgOGM.
2.2.1 Western Blot

Le Western Blot ou transfert de type Western est technique qualitative utile
pourlanalyse de protéingMarkoulatos et al. 2004] Malgré qu'elle soit tres spécifigaette
meéthode est surtout utilisée en recherche plut&nqtest de routinfAhmed2002] Elle
permet une limite de détection entr@ @t 1 %Ce seuil de détection est dépendant danive
d'expression de laprotéine et de laffinité de tikanps pour la protéine recherchée
[Markoulatos et al. 2004]

2.2.2 Test d’essai d'immunoabsorption en enzymatiq(ELISA)

Cette méthode utilise une plague avec des puita autface desquels sonikds
desanticorps qui vont interagir avec un antigéréeifigue (protéine recombinante). Onpeut
obtenir par la lecture visuelle des plagusss résultats qui sont semi-quantitatifsou obtenir
grace a un lecteur de plaquies résultats quantitatifs en mesurantdirecteneentehsité
optique par rapport a un standard de concentratbonue. AvecELISA, on peut obtenir un
résultat quantitatif ou semi-quantitatif erveon 90minute§Ahmed 2002] avec des limites
de détection de ,0 % pour certainsévénements (Denetkeoll. 2006). Lutilisation des
«antibodycoated tubespourrait réduire la durée du test a environ quiazieente minutes
[Ahmed 2002] Engénéralla limite de détection dans le cas de semences Q&wit aux

environs de25 % [Ahmed 2002] Cependantcertaines compagnies opéreraient avec une
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limiteplus élevée de,B % (Lubec 2005). Seloratticle de MarkoulatgMarkoulatos et al.
2004]lalimite de détection serait plutot entr& 0o et 12 %.

2.2.3 Bandelettes tests

Ce test se fait a partir de bandelettes contenantanticorps dirigé contre la
protéinerecombinante recherchée. La protéine gmesgfon dans une solutiotans laquelle
labandelette est trempéemigre par capillarité et forme un complexe antigene
anticorpsmarqués qui va se fixer a d'autres amcqrésents sur la bandelette. Il y a
apparitiond'une premiére bande de couleur lorsqud fixation du complexe immun a
unsecond anticorps spécifique et d'une secondesdarstjue les anticorps marquésmigrent a
travers la bandelette. Ainsi, le résultat obtenune¢é par 'Bpparition debandes suite a un
changement de couleur. La présence de 'OGM e&ematr laprésence de deux bandes tandis
gue la présence d'une seule bande indique qustlaftanctionné normalement mais que le
produit n'est pas un OGM (Ahrned 2002). Aveccefierache, il est possible d'effectuer des
tests qualitatifs ou semi-quantitatifspermettant digecter la présence d'envirorl® %
d'OGM (Lubec 2005). Il seraitpossible d'obtenir@eette méthode des résultats en cing a dix
minutes [Ahmed2002] Cette technique est économigueansportable et utilepour un

criblage initialrapidgMarkoulatos et al. 2004]
2.2.4 Spectroscopie de masse

Cette méthode pourrait étre utilisée pour détedtetres faibles quantités de protéines
(ppm). Les protéines digérées avec de la trypsmerpient étre comparées aux bases de
données(<<proteindatabank ou OenBank) pour identifier des protéines inconnigdies
gu'un allergene présent dans des semences ouimienta[Weber et al.2006] Cependant,
l'application de la détection des OOM n'a pas endé démontrée, un nombre limité
d'échantillons peut étre testés (dix a quinze par)jet la méthodologie est dépendante du

niveau dexpression de la protéine.
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Table4.1Avantage et inconvénient des méthodes de détectidiDGM basé sur la
detecion des protéines

Avantage Inconvénient

-Incapables de faire la différence entre dpux
constructions différentes d’OGM
produisant une méme protéine

- Sassurer de tester au bon moment la
section de la plante appropriée car

-La rapidité du résultat obtenu I'expression protéique differe dans certais
-Le faible colt du test tissus sélectionnés ou a certains stades fe
-La possibilité de faire des tests sur plgEr croissance

-Ne nécessitent qun minimum - Difficulté dans la différenciatiodes
deformationde personnel et protéines endogene de celles résultant de
d'équipement I'expression @in transgene.

- Instabilité de certaines protéines par
rapport 2'ADN lors des procédés de
Transformation

- Une puissance de détection moindre qyie
la PCR

2.2.5 Microarrays (Puces a ADN)

Il'y a eu, au cours des dernieres années, le digwaioent des «microarrays » qui
pourrait s'avérer étre trés prometteur pour laatiée des OGM. L'utilisation deuces a
ADN ou « miroarrgs » est une approche permettant le criblage rapuichggrand nombre de
géenes simultanément sur un échantillon. Le « micaga» permet decibler plusieurs sections
spécifigues DN en méme temps. Cette technologie estbaséessuniricipe ¢thybridation
des brins BADN avec la principale différence queplusieurs ssndont attachées a une
surface solide. Celles-ci correspondent adifféemertions de'ADN recherché. @st une
technique trés sensiblgui nestcependant pas encore assez développée et tjmitst aux
laboratoires experts etbien équipdsiljeck 2002] Un exemple de« microarrays »
disponible sur le marché est celui du « GMO chtps>lqui permet la détection des OGM. Ce
kit a été créé par Genescan Europe et ilpermettcditenir les résultats de quatorze analyses
séparées en combinant lecriblageigéntification dOGM en un seul test.ibeck 2002]

Un autre exemple de cette technique montremqun seul tesil serait possible de
détecter la présence de cinq espéces de plalgamis éléments OGM de criblage ainsi que

d'un témoin pour la présence de séquences proveratd drésence'whe contamination
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naturelle avec le virus de la mosaique du chou-fl@aMV) [Leimaniset al. 2006] Cette
approche aurait un seuil limite de détection edfteet Q3 % [Leimaniset al. 2006]

Un des problemes majeurs avec les « microarrags lewr colt élevé (de 1 00 a plus de
1 000 dollars par échantillon). De plda quantité d'information générée par ceux-ci est
difficile a traiter. Aussi, on note le probleme @emparaison des résultats entre les
plateformes existantes causé par le manque denéis universelles fibeck 2002]

Ceci est relie a l'utilisation de différentes tealogies pour créer les plateformes
ainsiqua l'utilisation de méthodes d'analyses différeptag un méme type de plateforme. La
normalisation des plateformes et I'amélioratiol'al®alyse pourraient rendre la méthode plus
attrayante. Cependaré colt élevé et le besoin en personnel bien g@dirhitent l'acces a
cette nouvelle technologigfibeck 2002].

Un autre probléme relié ausage des «microarrays» est la nécessiéonl
del'information sur la séquence des OGM recherchass cette informatiofnl faudraitpour
détecter un OGM inconndonctionner par une méthode soustractive. Alisglisation de
cette méthode sur le terrain demeure limitée pgopod aux approchesde type
immunologique.

L'avantage de cette méthode sur la techniqgue PCiuelle permet &ffectuer enune
seule étapeun criblage et des tests spécifigues aux éveneme@uasr | instant les«
microarrays » sont encore considérés comme dedegtde détection de premiereligne tout
comme le criblage puisque les résultats obtenugedbiétre confirmés par PCR standard ou
guantitatiffGendron 2009}
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Chapitre 5 : Etude expérimentale

1. Introduction

Les organismes génétiquement modifiés (OGM) sost atganismes ou le matériel
génétique a été modifié par l'utilisation de lahtemogie de I'ADN recombinant afin
d'acquérir des caractéres nouveaux tels que laatmé aux herbicides la résistance aux
insectes ou une amélioration de la qualité nuimtelle. Les principales culturesOGM sont le
soja, le mais, le coton, le canola et le riz. Lexdifications génétiques sont effectuées par
I'insertion d'une construction génétique consispainicipalement en un promoteur, un ou des
génes codant pour la caractéristique recherchée &trminateur. En dépit des avantages des
OGM, des enquétes dans certains pays du moyert etiehAfrique du nord ont montré que
la plupart des consommateurs ne sont pas d’accandl@ consommation des aliments GM.

Par exemple, en Algérie dans le constantinois envd3% de la population sont contre
la consommation de riz transgénique et 71% sontreate se nourrir de la viande d'un
animal nourri avec de la viande OGM, en Egypt&Gles égyptiens rejettent les aliments
GM, 51,6% sont contre la culture des OGM, 64% pehgue les OGM affectent la santé
humaine et 40% croient que les aliments génétignenmeodifiés sont nocifs pour
l'environnement. En Arabie Saoudite, 73% des consateurs refusent de consommer
guotidiennement des aliments GM et 73% pensentepialiments génétiguement modifiés
ne sont pas étiquetés de facon adéquate sur lehéakctuellement, il n'y a pas de
réglementation sur I'étiquetage OGM pour contrédsr aliments génétiguement modifiés
dans presque tous les pays de la région MENA. .k glye I'Arabie Saoudite qui a placé une
loi pour I'étiquetage obligatoire des aliments G¥iszuil de 0,9% 1% , la Jordanie et la
Tunisie ont promulgué des lois pour l'étiquetagbgakloire de certains aliments GM mais
avecde nombreuses exception et pas de seuilsud'ttge définiesen plus des reglements sur
I'étiquetage, la plupart des pays de la région MENMApris des mesures générales de sécurité
pour un meilleur contrdle des OGM en ratifiant tetBcol de Carthagene de biodiversité , un
accord international qui contrdle la manipulatianeemouvement des OGM, cependant, et
malheureusement, le protocole n'a pas encore &témueuvre.

En ce qui concerne les pays MENA, ils importentrdegproduits agricoles et
alimentaires a partir des pays producteur d'OGMeamtr ainsi une forte probabilité

d'introduction de cultures GM dans leur région.effiet, des études précédentes sur les OGM
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englobant d’autres pays supplémentaires et d'actiieges afin d'obtenir une évaluation plus
compréhensive sur les OGM présent dans la région.

Le riz est lI'une des principales cultures utiliséesame un aliment de base dans la
région et les statistiques montrent une augmentaignificative de sa consommation, Tous
les pays de la région importent du rizd’amériquméa créant ainsi une forte probabilité pour
I'introduction du riz GM dans leur propre pf@serci et al. 2010]

En outre, I'étude vise a mettre sous la lumiéreehduel présence d'OGM dans les aliments
importés des pays d’Amérique latine aux pays MENéeci sera effectuées en ciblant le
promoteur p35S et des éléments régulateurs airsilguerminateur T-nos par méthode

d’amplification de détection a base d’ADN.

2. Matériel végétal utilisé

Les différents échantillons testés proviennent agrces différentes, incluant celui
collecté du marché local et ceux importés de pIi3RC qui est le laboratoire de recherche
scientifique et technique de I'Union européennéchantillon testé du marché local a été
choisi de facon aléatoire, le tableau ci dessodgjire la provenance et I'état de chacun de

nos échantillons :

Table5.1Echantillons collectés dans le commerce

Matériel Origine Etat

Riz

(Orizasativg |Marché local] Aliment semi-transformé (*)

Table5.2Echantillons témoins

Matériel Origine Etat
Riz -
(Orizasativg JRC Aliment semi-transformé (*
Mais -
(Zea mai¥ JRC Aliment semi- transformé (1)
Soja +(Glycine max

JRC Aliment semi-transformé (*
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(*) : Farine
3.Méthode d’analyse utilisée

Dans cet essai la méthode qui a été utilisé estamadyse par amplification (PCR
conventionnelle, ciblant les éléments régulateesplus communs P35S et Tnos).

Afin de pouvoir amplifier les séquences cible it essentiel d’avoir une quantité
suffisante d’ADN de bonne qualité. Pour ce faireniae en ceuvre de I'expérimentation passe
par quatre étapes :

1) Extraction d’ADN a partir des différents échantilfo
2) Evaluation de la qualité et de la quantité des Adiaits (dosage et électrophorese).
3) Amplification par PCR.

4) Lecture des résultats par électrophorese.
3.1.Extraction d’ADN

L’extraction d’acides nucléiques d'un matériau b@bue requiert la lyse
cellulaire,l'inactivation des nucléases cellulaires la séparation de Il'acide nucléique
souhaitéde débris cellulaires. La procédure de lgsmle est souvent un compromis
detechniques et doit étre suffisamment rigourewss priser le matériau de départcomplexe
(par exemple, le tissu), mais suffisamment douae pcéserver I'acidenucléique cible.

Toutes les extractions ont été réalisées en darblacluant un contréle des conditions
d’environnement et un blanc. L'extraction a étdiséa selon la méthode CTAB (....... ) avec

guelgues modifications:

» Préchauffer le tampon CTAB 2X dans un bain ma6@&C

» Broyer le matériel végétal (environ 150mg) dansnamtier avec I'azote liquide

» A l'aide de spatule, transférer le broyat dansubeta vis mettre les tubes contenant
le broyat dans I'azote liquide

e Ajouter 900uI de tampon CTAB 2X et préchauffer a®&5

¢ Homogénéiser au vortex

e Incuber 60min dans un bain marie a 65°C avec amitat

e Centrifuger 15min a 10000 rpm a 4°C

» Récupérer le surnageant (~800ul) dans un nouvéaudieppendorf de 2mil(stocker

le culot a 4)C a I'abri de la lumiere)
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e Ajouter 800 ul (1vol) Chloroforme/Alcool isoamyligqu24 ;1)

» Agiter pendant 45min a vitesse lente (100 a 150 samune table d’agitation

e Centrifuger 15min a 10000 rpm a 4°C

* Récupérer la phase aqueuse supérieure a l'aideiatepipette P1000 et la mettre
dans un nouveau tube d’eppendorf

e Ajouter 3 a 5 ul de RNase (10mg/ml) agiter par s et incuber 30min a 37°C

e Ajouter 540 ul ( 2/3 Vol) d’'isopropanol froid (-20)

* Inverser les tubes doucement jusqu’a I'apparitiomel pelote blanche

e Laisser précipiter a -20°C pensant 5 a 10min

» Centrifuger 10min a 10000 rpm a 4°C

» Eliminer le surnageant trés délicatement (a I'aldamicropipette)

e Ajouter 500uL de solution lavage 1

e Incuber pensant 15min a température ambiante

e Centrifuger 5min a 10000 rpm a 4°C

e Eliminer le surnageant et ajouter 500uL de la smhude lavage 2

¢ Ne pas incuber plus de 5min

e Centrifuger 5min a 10000 rpm a 4°C

» Eliminer le surnageant et secher ’ADN a I'air Bgpendant 10 a 20min

e Suspendre le culot dADN dans 100 puL de TE 0,1X

e Stocker 'ADN pendant une nuit a 4°C avant dosage

Extraction
2 DNA
Extractions/sample  Extraction Controls
ENV EB PE
s ; e =
& i o)
I BN i :
i . |
| PCR Controls
NTC HDT POT

y / \‘\ /_//\ / ‘ /"\ L ///\, //\\\ ,/"\‘,
A \u’ ! ¥ e Y i \ '.’/ \ 4 ¥ i Y v \

e S _‘.d Y . qi-“d e 0 .d # A .d A o
Frryrryryr e rrrr
Figure5.1Extraction d’ADN controles
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(1) ENV :control environnement c’est un tube guéta laissé ouvert durant la préparation des édluansti ce
contrble est utilisé pour contréler la contaminatite '’ADN dans I'environnement,(2) EB :Extractiblanc , de
l'eau distillée est ajouté a la place des éctiansi) ce contrdle est utilisé pour contrbler lataamnation de
I'ADN dans les réactifs d'extraction d'ADN, (3) PEmoin positif, un échantillon de bonne qualit¢ un
matériau de référence est utilisé , cette commastatilisée pour vérifier la réussite de I'exti@td' ADN

3.2. Contréles de la qualité et de la quantité desDN extraits

3.2.1. Electrophorése sur gel d'agarose

Les extraits ADN obtenu ont été migrés sur gel afage a 0,8% et la révélation du

résultat a été réalisé sous lumiere UV en présdadeomure d’éthidium.
3.2.2. Quantification des ADN extraits

Les quantitts d’ADN obtenu pour chaque extrait @€ mesuré par dosage
spéctrophotométrique a I'aide d’'un spectrophotoengpeNanodropThermo 2000

Le nanodrop est un appareil qui mesure l'absorbalese acides nucléiques a deux
longueurs d’'ondes dans I'UV (260, 280nm) et conved valeurs ainsi obtenu en quantité
selon le coefficient d’extinction molaire de I'aeichucléique en question (40 pour I'ARN et
50 pour '’ADN).

Le rapport des absorbances mesurées a 260 et an2@@rmet d’évaluer le degré de
pureté de I'extraction. Ainsi, un extrait d’ADN par un rapport 260/280 égale a 1,8, une
valeur inferieur renseigne sur une contamination lea protéines alors qu’une valeur

supérieur indique la présence d’ARN dans I'extrait.
3.2.3. Réaction de polymérisation en chaine (PCR) :

La détection par réaction PCR de la présence dérmlabiologique génétiquement
modifié suite a un événement de transformation tipfune repose sur l'aptitude a amplifier
spécifiguement une séquence nucléotidique faisani gee la construction génétique utilisée
pour la transformation.

Les séquences a amplifier qui ont été ciblées ptaerravail sont représentées par les
éléments régulateurs les plus utilisés en transgénégétale:

e Le Promteur P35S : Promoteur du virus de la mosaiiy chou-fleur
e Le TermintaurTnos : Nopalinesynthaseterminator

Pour le controle de l'efficacité des conditions ldePCR nous avons utilisé un géne

endogene, le suchrose phosphate synthase (SPS).

» Conditions de la réaction :
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L’amplification des séquences cibles a été réatiaas un mix réactionnelle (voir
Annexe) en présence d’ADN polymérase thermostizbleaqg DNA polymérase et dans un
volume réactionnel final de 20 pl.

Toutes les réactions ont été réalisees en doubleckmant un contrdle positif et un

contrble négatif.
3.2.3.1.Programmes utilisés

Pour l'amplification des séquences nucléotidiqudsles, nous avons utilisé les
programmes suivants :

» Programme utilisé pour I'amplification du P35S etThos :

Température Temps

Dénaturation initiale 95°C 3min
Dénaturation 95°C 25 sec

35X Hybridation 62°C 30 sec
Elongation 72°C 45 sec

Elongation finale 72°C 7 min

» Programme utilisé pour I'amplification du gene SPS

Température Temps
Dénaturation initiale 95°C 3min
Dénaturation 95°C 25 sec
35X Hybridation 58°C 30 sec
Elongation 72°C 45 sec
Elongation finale 72°C 3 min

3.2.3.2. Analyse des résultats de la PCR

Les extraits ADN obtenu ont été migrés sur gel dfage 2% et la révélation du résultat
a été réalisé sous lumiére UV en présence de beodiéthidium.
Pour l'estimation de la taille des fragments d’Alplifiés, les bandes observées sont

comparées a un marqueur de taille de 100pb.
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4. Résultats et interprétation

4.1. Qualité de l'extraction d'’ADN

4.1.1. Analyse au Nanodrop

La concentration et la pureté des échantillons #lA@nt été mesurées a l'aide du
spectrophotometre scientifique Thermo NanoDrop 20@0s le but de vérifier I'état de notre
extraction ainsi que la qualité de nos ADN, lddab suivant indique la quantité des ADN
extraits ainsi que des ratios d’absorbance indiglaapureté de nos échantillons :

Table5.3résultats de I'analyse au Nanodrop

Echantillon ng/ul 260/280 260/230
Mais Contrélenégatif 157,2 2,03 2,18
Riz (Echantillon Test L 122,4 2,07 2,02
Soja Contrélepositif 255,8 2,06 1,71
Riz 2 Echantillon Tes?) 1978,1 2,16 2,15
Extraction Blanc 0,0

Control Environment 0,0

Les valeurs de la quantité d’ADN des échantillonssaré au nanodrop sont situées
entre 157 comme valeur minimal et 1978 comme vateaxkimale, ce qui démontre la

présence des ADN et en une quantité suffisante.

Le ratio 260/280 donne des valeurs situé entre & @316 ce qui démontre une légere
présence d’ARN.

Le rapport deA260/A230devrait étre d’environ 2 pour ce qui est des atithans pur,
nos résultats montre que nos échantillons sord siire 1,71 et 2,18 ce qui veut dire que nos
ADN sont pure avec de légére traces de polyphénols.

> Interprétation du résultat

La quantité d’ADN est suffisante pour un bon déeoutnt d’'une réaction PCR , ou la
concentration recommandé est de 100ng/ul , lesoregppontre que nos échantillons
sont pure mais avec une légéreprésence d’ARN &xteai méme temps que les ADN,
dans notre cas la présence d’ARN ne constitue paglément qui pourra réduire
I'efficacité de notre réaction PCR, vu la spéci@aie 'ADN polymérase.

> L'analyse de I'état de Fragmentation :
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,

ready-to-use
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Figure5.2Résultat PCR de I'état de fragmentatiol

Gel d'agarose a 1% avec des échantillons d'ADN rgé&ne (10 pl de la solution d'AD
génomique a été chargé), un gel de TBE 0,5 X iméneans I'électrophorése TBE 0,5
100 volts / 20 min.
Lad : Ladder : Marquewle taille : 1 ADN kb LadderO'GeneRuler( -10000 pb) , M : mai
, R:Riz, S:soja, NC : Contrble négatif , TBchantillon Test et PC : Contr6le pos
» Interprétation du résultat
Dans chaque puits de dépdt, nous observons lanmetste bandefluorescente qui
renseigne sur la qualité d’acides nucléiques dgfrainsi la bande d’intensité élevé ( |
2) qui a présenté la plus forte concentration trgest au nanodrop est apparu st
gel plus dégradé que le restes des échantillongui correspond généralement a t
présence de grands fragments d’ADN génom
Les traces de fluorescence moins nette observég léandifférents puits de dég

indiquent la présence d’ARN contaminant cas noasaris pas utilisé de ARNa
4.1.2. L'amplification d’ADN

Pour la réaction PC, nous avons utlisé le Kit Master Mix z
AppliedBiosystemsAmpliTag Gold® et 1ng de chaque échantillon d'AlL
Pour le Géne SPS Nous avons utilisé le prograa 35 cycles.
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Etude Expérimentale

ready-to-use
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Figure5.3Résultat PCR du géne SPS

Vérification du produit de PCR (10 ul) pour le geieS sur un gel d'agarose a 2 %, un gel de
TBE 0,5 X immergé dans I'électrophorese TBE 0,510@volts / 30 min.

Lad Ladder Marqueur de taille , Bl: Blank ( pas omdéele ) , CE : Contréle de
I'Environnement , R : Riz 2 , TS : Echantillon TésRiz) , PC : Controle positif et NC :

contréle négatif .

> Observation :

Dans chaque puits de dép6t, nous observons :

e Pour le TS1 (I'échantillon test 1) : une amplifioa positive avec une bande

estimée a 300pb (comparé au marqueur de taille)

* Pou le TS2 (I'échantillon test 2) : une amplificatinon spécifique

e Pour le PC (le contrdle positif) : absence d’anngdifion

» Pour le NC (le contrble négatif) : une amplificatinon spécifique

» Interprétation des résultats :

Dans chaque puits de dépo6t , nous observons unmatmoigdes ADN caractérisé par le

mouvement des bandes fluorescente qui renseignéa sunésence d’acide nucléique,

pour ce qui est de la bande qui apparait pour éatition test 1 et qui est estimé a 300

pb (en comparant avec le marqueur de taille) rgnselia bande d’intérét a la taille de

I'amplicon qui est de 276pb pour le géne SPS eegquune amplification positive , pour

ce qui est de la bande a faible intensité qui appour I'échantillon test 2, la bande est

du & une amplification non spécifique .
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Etude Expérimentale

Pour le promoteur P35S Nous avons utilisé le m@rogramme a 35 cycles

LAD BL EC TS1 TS2 PC NC

GeneRuler™ Express DNA Ladder

0’GeneRuler™ Express DNA Ladder,
ready-to-use
pOpOSHY %

[ 00 400 80
5 —— BRI

— 2000 400 &0

= [ 1500 1000 200

] —
e

B 10w w0 80
e ! 00 8D
] 50 1000 200
B 20 G0 100
00 500 100

S 1% TopMision™ LEGQ

Figure5.4Résultat PCR du promoteur P35S

Vérification du produit de PCR (10 pl) pour le prateur P35S : gel d’agarose a 2%, un gel
de TBE 0,5 X immergé dans I'électrophorése TBEX@GSL00 volts / 30 min.
Lad : Ladder Marqueur de taille ,Bl: Blanc ( pas omdele ) , CE : Contréle de
'Environnement , R : Riz 2 , TS : Echantillon TésRiz) , PC : Controle positif et NC :
contrdle négatif.
» QObservation :
Dans chaque puits de dép6t, nous observons :

* Pourle TS1 ('échantillon test 1) : une amplifica positive

* Pou le TS2 (I'echantillon test 2) : absence d’afigation

» Pour le PC (le contrdle positif) : une amplificatipositive

e Pour le NC (le contréle négatif) : une amplificatinon spécifique

> Interprétation des résultats :

La présence d'amplification pour I'échantillon tektainsi que le contrble positif
démontre qu’ils ont bien été transformés génétiqgrencar le promoteur P35S est un
des constituants de la construction génétiqueséatpiour les OGM, pour I'amplification

du contrble négatif cela est du a un exces d’amorce
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Etude Expérimentale

e Pour le terminateur T-nos Nous avons utilisé lenem@rogramme a 35 cycles ;
LAD BL EC TS1 TS2 PC NC

GeneRuler™ Express DNA Ladder

0'GeneRuler™ Express DNA Ladder,
ready-to-use
b ngSHg %

g — 7000 400 8O
Ed — 2000 400 BO
B — 2000 400 80
|— 1500 1000 200
Ed — 1000 400 &0
e~ 730 400 B0
Ed 500 1000 200
b — 200 50.0 100
100 50.0 100

1% Top¥islor™ LEGO Agarose (#R0491)

0.5 pglane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Viem, 40 min

Figure5.5Résultat PCR du terminateur T-nos

Vérification du produit de PCR (10 pl) pour le Témateur T-nos sur gel d'agarose a 2%, un
gel de TBE 0,5 X immergé dans I'électrophorése DEEx a 100 volts / 30 min.
Lad : Ladder: Marqueur de taille , Bl: Blanc ( pds modele ) , CE : Contrbéle de
I'Environnement , TS1:Echantillon test 1, TS2 : &dillon Test 2 ( Riz) , PC : Controle
positif et NC : contrdle négatif .
» QObservation :
Dans chaque puits de dép6t, nous observons :

- Pourle TS1 (I'échantillon test 1) : une amplifica positive

- Pou le TS2 (I'échantillon test 2) : absence d’afigation

- Pour le PC (le contrdle positif) : une amplificatipositive

- Pourle NC (le contréle négatif) : une amplifioatinon spécifique

> Interprétation des résultats :

La présence d’amplification pour I'échantillon tdstinsi que le contréle positif démontre
gu’ils ont bien été transformés génétiquementeaeiminateur Tnos est un des constituants
de la construction génétique utilisé pour les OGpbur les autres amplifications

(échantillon test 2 ainsi que le négatif controt®la est du a un exces d’amorce
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Conclusion Générale

Conclusion Générale

Dans le contexte du projet collaboratif des métsode détéction des OGM dans la
région MENA, nos résultats ont montré que parnmsslehantillons test que nous avons étudié
il y'a probablement une présence de modificationégj§gue sur I'un des échantillons, car les
éléments égulateurs d'une construction génétigpeguy d’'un organisme génétiquement
modifié a été détecté que ce soit pour le promoR85S ou pour le TerminteurTnos, par
ailleurs la certitude de nos résultats ne peutdtirené qu’en reproduisant I'essai, pour ce qui
est de l'autre échantillon testé , il ne pourraie &énétiguement modifié car aucun élément
de la construction génétique n’a été détecté .

Les perspectives de ce travail visent a repreneseplocédures de détection depuis
I'extraction des ADN a la lecture des résultatsglactrophoreseet de faire un séquencage qui
appuiera nos résultats pour pouvoir déslors affirngeie I'échantillon test 2 est
génétigumentmodifié.

Les réglementations sur les organismes génétiguemedifies nécessitent de plus en
plus de tests fiables et reproductibles. Puisqdentification et la quantification des OGM
sont actuellement des processus longs et complexegie le nombre d'OGM ne cesse
d’augmenter, les laboratoires de géni-génétiquiediiologie moléculaire doivent dupliquer
leurs efforts pour apporter des analyses fiablesnet détéction d'OGM crédible pour une

eventuelle tracabilité en Algérie.
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Annexe A

1. Extraction d’ADN

> Liste des appareils et matériels

Balance de précision

Mortiers et pilon autoclavés, emballé dans du pagpaluminium
Spatule stérilisées a I'étuve

Bain marie a 37°C

incubateur

Vortex

Tubes eppendorf 1,5ml ou 2ml stériles
Portoirs flottants pour microtube

Tube a vis 2ml

Micropipettes P20, P200, P1000

Sous plaquettes

Minuteur

» Liste des produits (chimiques et biologiques) :

Tampon CTAB 2x

Chloroforme/Alcool isomylique (24 ;1)

Isopropanol froid (conserveé a -20°C)

RNase A (10mg/ml)

Solution lavage 1

Solution lavage 2

TEO,1X

Chlorur de sodium NaCL

Hydroxide de sodium NaOH

Tris ( hydroxymethyl)-aminomethane (tris) (C4H11NO3

2. Mode opératoire

» Préparation solutions et tampons
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a) Tampon CTAB 2X (ph=8) :

Concentration finalg PM (g/mol)| 1 litre | 200ml 100ml
CTAB 2% (PIV) 364,45 209 49 29
Tris de bas¢ 100 mM 121,14 | 12,11p 2,429 1,219
NaZ2EDTA 200 mM 372,24 7,44( 1,499 0,759
NaCL 14 M 58,44 81,89 16,369 8,18¢|
PVP 40 1% (P/V) 10g 29 1g
H20 Qsp 1L Qsp 200m| Qsp 100m
b) Chloroforme/ Alcool isoamylique (24 ;1)
e Pour 25ml : 24ml Chloroforme + 1ml Alcool isoamylig
e Pour 100ml : 96ml Chloroforme + 4ml Alcool isoangyylie
(Conservation a température ambiante)
C) Solution Lavage 1 :
Concentration finalg PM(g/mol)|litre | 100mI| 50ml
Acétate d’ammoniun 10mM 77.08 0,80 0,080,049
H20 distillée 240ml| 24ml | 12ml

Ethanol 100%

Dissolution de I'acétate avant I'ajout de I'éthanol

76%

760m

76ml

38ml

d) Solution lavage 2 :
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Concentrationfinale| PM(g/mol) | 1litre | 200ml| 50ml

Acétate 10mM 77,08 0,89 0,0890,04
d’ammonium
H20 distillée 240ml| 24ml | 12ml

Dissolution du sodium avant I'ajoued’ethanol

Ethanol 100% 76% 760n|\I76mI 38ml

e) TE 1X (PH=8)

Concentration finalg 1Litre |500ml 100ml

TE1X 0,1X 100ml|  50ml 10ml

H20
Qsp 14 Qsp 500m| Qsp 100m

3.Evaluation de 'ADN
» Equipement utilisé:
e Spectrophotomeétre
e Micro pipette
> Matériel de laboratoire nécessaire

* Gants

* Filtres stériles

» lingettes seches de laboratoire ou papier essuie to

» Procédure :

L’ADN, I'ARN, les oligonucléotides et méme les monmxléotides peuvent étre
mesures directement dans des solutions aqueusefosme diluée ou non diluée en mesurant
I'absorptionA (également définie comme état la densité opti@), en lumiére ultraviolette
(mais aussi dans le spectre visible). Si I'échiamtiest pur (autrement dit, s’il ne contient pas
de quantité significative de contaminants tels de protéines, du phénol ou de I'agarose), la
mesure spectrophotométrique de la quantité de saytiraviolets absorbés par les bases est
une opération facile et précise. L'idéal pour cettethode est des tampons aqueux a faibles
concentrations ioniques (par exemple, un tampon T&)oncentration d’'acides nucléiques

est généralement déterminée par une mesure efteatd60 nm contre un échantillon appelé
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« blanc ». L'interférence par des contaminantses®mnnait par calcul d'un « ratio ». Les
protéines absorbant a 280 nm, le r&&260/A280est utilisé pour estimer la pureté de l'acide
nucléique. L’ADN pur devrait avoir un ratio d’eneir 1,8, tandis que I’ARN pur devrait
avoir une valeur denviron 2,0. L’absorption a 28bn reflete la contamination de
I'échantillon par des substances telles que lesatgd de carbone, les peptides, les phénols ou
les composés aromatiques. Dans le cas d’échastifpons, le raticA260/A230devrait étre
d’environ 2,2. Une méthode alternative, en I'ocenoe la méthode de la plaque d’agarose
aubromure d’éthidium, est utile lorsqu'on ne disgpague de faibles quantités d’acide
nucléique. La quantité d’acide nucléique peut égemée par comparaison a une gamme de
concentrations en utilisant I'intensité de la flescence émise par le bromure d'éthidium
lorsque celui-ci est irradié par la lumiére UV. QR
> Equipement :
» Balance analytique
* Micro pipette
* Micro onde
» Appareil d’électrophorése
* Transilluminateur UV
» Systéme d'enregistrement d'imagerie de gel
» Matériel de laboratoire :
» Filtre stérile
* Gants
e Papier essuie tout
» Reéactifs :
e Solution de bromure d'éthidium
e une solution tampon de chargement d'échantilloX)( 6
« TBE (10X)

e 1 marqueur de taille de 1Kb

1- Préparation du gel d’agarose :

1) Peser une quantité appropriée d’agarose et ajteiiERE 1X
2) Dissoudre la solution dans un four a micro-ondes

3) Laisser la solution refroidir
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4) Ajouter du bromure d'éthidium a une concentratioalé de 0,hg / ml
5) Verser la solution sur le plateau du gel , plaeegdigne et laisser le gel se solidifier a

température ambiante

2- Préparation d’échantillons d’ADN :
Mélanger 1 microlitre de tampon de charge ( 6X8cawulL d' échantillon d'ADN.

3- Electrophorese :

1) Placez le plateau de gel dans I'appareil d'éldlotngze

2) Ajouter un volume suffisant de TBE ( 1X ) pour caule gel

3) Chargez le marqueur de taille de I'ADN et les éthans préparés dans leurs puits
correspondants

4) Exécutez le gel a 100 v pour 30-40min

5) Voir le gel sur une transiluminator UV et la phatmghie utilise un systéme

d'enregistrement d'image

4

I'évaluation de I'ADN amplifié :
Le géne endogene SPS (phosphate de saccharoseasgynibermet de vérifier
'amplification d’un échantillon d’ADN en ce qui ncerne le riz et le mais dans une réaction
de PCR.

» Equipement :

e Micro pipette

e Thermo-cycler
» Matériel de laboratoire :

» Filtre stérile

e Gants

e Tubes de 2ml

e Tubes de PCR de 0,2ml|
» Contrble ADN cible :

* Controle positif :

Tout riz, mais, soja certifié matériel de référe@®M ou des échantillons de bonne

gualité peuvent étre utilisés.
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* Contrble négatif :

> Réactifs :

» Eau distillée désionisée

e Tampon PCR 10X ( 100mM,20mM MgS04,80Mm (NH4) 2S@&4100Mm Tris-
HCL a ph=8,5)
dNTPs
MgCL2
Amorces : SPS 1F 5’- TTGCGCCTGAACGATAT -3
SPS 2R 5'- GGAGAAGCACTGGACGAGG-3
 ADNA Taqg polymérase

> Procédure :

Préparation divlaster Mix:

La mixture de la réaction de PCR contient :
e Tampon PCR 1X (10 Mm KCL, 2 Mm MgS0O4, 8Mm (NH4)2§@t 10 Mm Tris-
HCL a un PH=8,5)
¢ 200Nm de chaque dNTPs

2,5Mm MgCL2

230 Nm de chaque primer

lunité de la Taq polymérase

100 ng de chaque échantillon d’ADN

5- Le dépistage du P35S :

» Equipement :
* Micro pipette
* Thermo-cycleur
» Matériel de laboratoire :
» Filtre stérile
e Gants
e Tubes de 2ml
e Tubes de PCR a 0,2ml
» Contréle positif :

Tout échantillon préalablement examiné ou un p3&itip
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» Contréle négatif :

Tout échantillon préalablement examiné ou un p3&gatif
» Reactifs :

L’eau distillée désionisée

Tampon PCR

dNTPs

MgCL2

Amorces : Cf3 5- CCACGTCTTCAAAGCAAGTCGG-3

Crda 5’- TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC-3'

Tag polymérase

> Procédure:

Préparation divlaster Mix :

La mixture de la réaction PCR (Vt=50ul) contient :

6-

Tampon de PCR 1X

2,5 Mm MgCL2

0,2Mm dNTPs

0,5ul de chaque primer
0,025U/ul de Taq polymérase
2ul d’échantillon d’ADN

Le dépistage du T-nos :

> Equipement :

Micro pipette

Thermo-cycleur

> Matériel de laboratoire :

Filtre stérile

Gants

Tubes de 2ml

Tubes de PCR a 0,2ml

» Contréle positif :

Tout échantillon préalablement examiné ou un Tpomstif

» Contrble négatif :

Tout échantillon préalablement examiné ou un Téxmatif
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> Reéactifs :

L’eau distillée désionisée

Tampon PCR

dNTPs

MgCL2

Amorces : Cf3 5- GCATGACGTTATTTATGAGATGGG-3'
Cr4 5- GACACCGCGCGCGCCGCGATAATTTATES

Tag polymérase

> Procédure:

Préparation divlaster Mix :

La mixture de la réaction PCR (Vt=50ul) contient :

Tampon de PCR 1X

2,5 Mm MgCL2

0,2Mm dNTPs

0,5ul de chaque primer
0,025U/ul de Taq polymérase
2ul d’échantillon d’ADN
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Techniques de Détection des OGM dans les Aliments

Mémoire de fin de cycle pour I'obtention du dipl6ohe Master en Biotechnologie et
génomique végeétale

Les organismes génétiguement modifi&NA) représentent une composante importante du
marché mondial de l'alimentation humaine et animigldaux de croissance des cultures génétiquement
modifiées cultivées a augmenté de plus de 10%rpat a atteint 181,5 millions d'hectares dans ledeo
Parallelement a ce développement rapide des csilteké, le public est toujours préoccupé par lesugsq
potentiels des plantes GM et leurs dérivés. Dmaiteine législation d'application a été mis eacgl pour
vérifier la conformité avec les réglementationsales afin de donner le libre choix aux consommateur
cette réglementation n’est néanmoins pas toujqpbcaé, ce qui créé chez les consommateurs umpdof
doute et une non crédibilité quant aux produitsdrtgs tel que le mais, le soja et le riz , I'utitisn
d’organismes génétiquement modifiés et leur dérdesss la chaine alimentaire doit étre soumiseea un
réglementation stricte et I'étiquetage des alirmelit étre obligatoire.

Par conséquent, la mise au point de méthodes Sigloler la détection des OGM, leur identification,
quantification et leur tracabilité est devenu daspén plus importante. Afin d'exécuter ces réglémsar
I'étiquetage des OGM, il est essentiel de développale standardiser de facon efficace et créddde
méthodes d'analyse pour le contrdle du contenu @ik des produits alimentaires ainsi que dans les
aliments pour animaux.

Dans ce contexte, le présent mémoire a pour objedt faire une synthése sur les principales
avancees realisées dans ce domaine, de présestgrome résultats sur I'essai qui a été fait adkn
détecter la présence d’éventuel PGM présent smralehé local en utilisant une technique d’analyase p
amplification et de faire une synthése des méthodiesdétection dans le contexte du projet
d’harmonisation des technigues de détection des @ais les pays (MENA) d’Afriqgue du nord et du
moyen orient

Mots clés Organismes génétiquement modifiés, tracabilitéuiiage, techniques de détection
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