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Détection des OGM dans les fruits et légumes couramment consommeées au Mali
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SIGLES ET ABREVIATIONS

ADN
BCH
CaMV
CNOP
CRISPR
CTAB
DNTP
FAO
GM
HPLC
IER
LAMP
LBMA
Mg2*
Ng
NGS
OGM
OoVvM
P35S
pb
PCR
PFMV
TNOS
ML

Acide désoxyribonucléique

Biosafety Clearing-House

Virus de la mosaique du chou-fleur (Cauliflower mosaic virus)
Conseil National de 1’Ordre des Pharmaciens

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
Bromure de Cétyl Méthyl Ammonium

Désoxyribonucléique triphosphate

Organisation des Nations Unies pour I’ Alimentation et 1’ Agriculture
Génetiqguement Modifié

Chromatographie en Phase Liquide a Haute Performance
Institut d’Economie Rurale

Loop Mediated Isothermal Amplification

Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée

lon Magnésium

Nano gramme

Next-Generation Sequencing

Organisme Génétiquement Modifié

Organisme Vivant Modifié

Promoteur 35s du virus de la mosaique de la choux fleur

Paire de Base

Polymerase Chain Reaction

Promoteur du Virus de la Mosaique Figworth

Terminateur de Nopaline Synthase d’Agrobacterum Tumefaciens

Micro litre
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1 Introduction

1.1 Contexte général

L’agriculture est un secteur clé de 1’économie malienne, employant environ 80% de la
population et représentant plus de 35% du produit intérieur brut national [1]. Le Mali possede
un énorme potentiel agricole inexploité en raison de sa diversité agro écologique, avec des
systémes basés sur le coton au sud, des systémes d’oasis tout au nord, des systémes de culture
de céréales séches et des systéemes pastoraux [1]. Au Mali, la saison agricole 2020/2021 a été
fructueuse. Selon les derniéres données publiées par le ministere de 1’ Agriculture, la production
de céréales a grimpé a 10,4 millions de tonnes au terme de ladite campagne, soit une légere
hausse par rapport au résultat de I’année précédente (10,3 millions de tonnes). Dans les détails,
le mais et le riz continuent de porter la filiere représentant plus de 67 % du stock total. Les deux
graminées ont vu leurs productions progresser en 2020/2021 respectivement a 3,8 millions de
tonnes et 3,19 millions de tonnes [2]. A ces céréales majeures pour la consommation, s’ajoutent
le mil et le sorgho qui ont connu de leur coté, des baisses d’une année sur I’autre avec
respectivement 51,87 millions de tonnes et 1,5 million de tonnes. Viennent ensuite, le fonio
(40 553 tonnes) et le blé (8 226 tonnes) également en repli durant la saison. Les céréales sont
les principales cultures vivriéres du Mali, avec une production annuelle d’environ 10,4 millions
de tonnes en 2020/2021 [1]. Les fruits et 1égumes sont également importants pour 1’alimentation
et la nutrition des populations maliennes. Les fruits cultivés au Mali comprennent les mangues,
les oranges, les bananes et les papayes, tandis que les légumes cultivés comprennent les
tomates, les oignons, les aubergines et les poivrons. L’agriculture est donc un secteur vital pour
le Mali, fournissant des emplois et des moyens de subsistance a la majorité de la population
tout en contribuant a la sécurité alimentaire et a la nutrition [1],[2]. Le Mali est le deuxiéme
pays producteur de riz d’Afrique de 1’Ouest avec plus de 2 millions de tonnes par an. Le riz est
la céréale dont la consommation moyenne par habitant est la plus élevee au Mali, les niveaux
de consommation en riz atteignent environ 70 kg/an par habitant [3].

Introduction aux Organisme Génétiqguement Modifié (OGM) :

Le Mali est un pays avec une population toujours en constante évolution avec un taux
d’accroissement de 3.6% par an. Pour assurer I’autosuffisance alimentaire, le Mali a besoin de
combler le déficit de production en important des denrées agricoles. Toujours dans 1’optique
d’assurer une autosuffisance alimentaire, le Mali doit également améliorer le rendement de la
production locale en insérant de nouvelles variétés génétiqguement améliorées qui pourraient

étre cultivés toute I’année en raison de leur résistance aux conditions climatiques. Pour obtenir
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un meilleur rendement et faire face aux bioagresseurs, la nécessité d’introduire les OGM dans
les cultures s’impose. En effet une plante génétiqguement modifiée développe une résistance aux
pesticides utilisés contre ces nuisibles [4]. Les conditions climatiques rentrent en compte
¢galement, les OGM peuvent étre cultivés toute 1’année [5].

La découverte des molécules porteuses du patrimoine génétique a été une révolution pour les
sciences de la vie. Profitant de ’universalité¢ du code génétique, les chercheurs ont réussi a
associer des séquences d'’ADN provenant de déférents organismes en utilisant des techniques
de biologie moléculaire. Ces organismes généetiquement modifiées (appelées OGM) ont la
capacité de synthétiser des protéines supplémentaires qui leurs conférent de nouvelles
propriétés.[4]

La premiere plante génétiquement modifiée (GM) a été commercialisée en 1994 (tomate) [6]
et, depuis lors, 'utilisation d’organismes génétiquement modifiés (OGM) dans les produits
destinés a I’alimentation humaine et animale ne cesse d’augmenter. Cela a influencé la
Iégislation et, aujourd'hui, la plupart des pays du Nord réglementent la culture et le commerce
des OGM par le biais de systemes d'autorisation et d'étiquetage obligatoire des produits. Ainsi,
un contrdle rigoureux de la présence et des quantitéts d'OGM dans les chaines
d'approvisionnement des denrées alimentaires et des aliments pour animaux est nécessaire. Pour
garantir un tel contrdle, une détection sensible et spécifique et des approches de quantification
ont été et sont encore en cours de développement [7]. Un OGM est un organisme dont le génome
a été modifié en introduisant un transgéene (géne d'intérét, séquence promotrice, et terminaison
etc...) dans le but de lui conférer un caractére qu’il n’avait pas [8]; [9]. La FAO et la
Commission européenne définissent un OGM, et ses produits, comme étant des plantes ou des
animaux produits par des techniques dans lesquelles le matériel génétique a été modifié d'une
maniere qui ne se produit pas naturellement par accouplement et/ou recombinaison naturelle.
Peut-étre qu’une meilleure définition serait une modification de la définition du Protocole de
Cartagena pour « organismes vivants modifiés », qui se lirait alors : « organisme génétiquement
modifié » désigne tout organisme vivant qui posséde une nouvelle combinaison de matériel
génétique obtenue grace a l'utilisation de la biotechnologie moderne [10] .

Le contrble de I'étiquetage de ces denrées alimentaires est basé sur la détection des séquences
d'’ADN étrangeéres produient par les organismes génétiquement modifiés. L'une des méthodes
techniques utilisées pour I'application de ce reglement est la méthode de réaction en chaine par
polymérase (PCR)[11].

Un nombre important de culture transgénique a été développé par insertion de génes étrangers
dans les génomes végetaux (fruits, Iégumes, ceréales...) [12].
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L’édition génetique chez les plantes est un domaine de la biotechnologie qui permet de modifier
précisément le génome des plantes pour améliorer leurs caractéristiques (résistance aux
maladies, tolérance aux stress environnementaux, rendement, qualité nutritionnelle). La
reglementation de 1’édition génétique varie selon les pays. Certains traitent les plantes éditées
génétiquement comme des OGM tandis que d’autres ont des réglementations plus souples si
aucun ADN étranger n’est introduit [13].

Le terme Organisme Génétiquement Modifié est amorphe et quelque peu imprécis. Toutes nos
cultures et notre bétail sont des OGM dans la mesure ou leur génétique a été manipulée et
congue par I'nomme au cours des 10 000 derniéres années ou plus a la suite des croisements
[10]. Cela s'est produit a un point tel que la plupart ressemblent a peine a leurs ancétres
sauvages. La majorité ne pouvait pas rivaliser ou survivre longtemps en dehors d'un cadre
agricole.

L’UEMOA dans le souci de respecter I’exécution du protocole de Cartagena a mis en place un
laboratoire de Biosécurité dans chacun de ses pays membres pour pouvoir contrbler la
circulation des OGM dans son espace. Le présent travail fait partie des activités régaliennes du
Laboratoire National de Biosécurité du Mali par le biais du Laboratoire de Biologie Moléculaire
Appliguée.

Impacts des OGM sur I’agriculture mondiale :

Cette contamination par les OGM — que I'industrie appelle la présence adventice — peut
entrainer bon nombre de conséquences économiques pour les agriculteurs. En effet, la
contamination peut priver les agriculteurs du contr6le sur leurs semences, leurs champs
et leurs fermes. L’organisation des nations unies pour I’agriculture et I’alimentation (FAO)
estime que depuis le début du vingtieme siécle nous avons perdu environ 75% de la diversité
génétique [14].

Loi n 08-042-AN-RM du 1*"Decembre 2008 relative a la sécurité en biotechnologie en
République du Mali

La présente loi, composée de 77 articles repartis en 14 chapitres, fixe les régles concernant la
notification (Chap. 111); les décisions: participation du public, la procédure de prise de décision
et réexamen des décisions (Chap. IV); la dissémination involontaire et/ou libération accidentelle
et des mesures d’urgence (Chap. VI); I'identification et de I’étiquetage (Chap. VII) les
renseignements commerciaux confidentiels(Chap. VIII); D’exportation (Chap. IX)
responsabilité et de la réparation (Chap. X); des infractions et des sanctions (Chap. XI); des
voies de recours contre les décisions de I’autorité nationale compétente (Chap. XII); les

dispositions transitoires (Chap. XIl1I); et les dispositions finales (Chap. XIV) [15]
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1.2 Justification de I’étude :

Le Mali est un pays producteur mais également importateur pour assurer la diversité des
ceréales ainsi que les fruits et Iégumes sur les marchés. D’ou la présence de diverses variétés
de céréales, de fruits et légumes provenant d’un peu partout dans le monde. Pour assurer la
sécurité alimentaire au Mali, d’importantes quantités de denrées alimentaires sont importées de
différents pays ou la culture et la commercialisation des OGM sont autorisées. Le Mali ayant
signé et ratifié le Protocole de Cartagena, la nécessité d’évaluer la circulation et I’importation
des denrées génétiquement modifiées, sa saine consommation dans le pays. C’est ainsi que nous
avons entrepris une étude pour la cartographie des denrées génétiquement modifiées dans le

district de Bamako au Mali.

Hypothese de recherche :

"Les denrées agricoles (céréales, fruits et Iégumes) actuellement commercialisées au Mali
contiennent une proportion significative d'OGM non déclarés, nécessitant le développement et
I'application de méthodes de détection plus efficaces pour assurer la conformité réglementaire

et la sécurité alimentaire."
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2 Objectifs :
2.1 Objectif Principal :
Examiner la circulation des OGM a Bamako au Mali.

2.2 Obijectifs spécifiques :

> Détecter la présence de certains marqueurs spécifiques d’insertion des transgénes dans les
fruits et Iégumes et certaines céréales dans le district de Bamako.

» Déterminer 1’origine des céréales genétiquement modifiés ainsi que les fruits et Iégumes
importées dans le district de Bamako
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3 Geénéralités
3.1 Situation des OGM au Mali

Réglementation en vigueur et le protocole de Cartagena

Le Mali a signé et ratifié la convention sur la Diversité Biologique et le Protocole de Cartagena.
Au Mali, il existe une loi depuis décembre 2008 relative a la sécurité en biotechnologie en
République du Mali. Cette loi est basée sur 1’identification, 1’étiquetage et la tracabilité des
produits génétiquement modifiés. la loi vise a donner a 1’autorité nationale compétente les
moyens de s’assurer, conformément a une interprétation exigeante du principe de précaution,
que ’OGM qui serait autorisé non seulement ne comporte pas de risques pour la santé, la
diversité biologique et I’environnement mais bénéficie positivement au pays, contribue au
développement durable, respecte les valeurs éthiques et tient compte des préoccupations des

communautés [16].

Le Mali, comme de nombreux pays africains, fait face a des défis agricoles significatifs tels que
les changements climatiques, les maladies des plantes et les ravageurs. L'utilisation des
organismes génétiquement modifiés (OGM) pourrait offrir des solutions a certains de ces défis,
mais elle souléve également des préoccupations quant a la biosécurité, [I'impact
environnemental et les implications socio-économiques. La détection des OGM dans les
matieres premiéres est essentielle pour assurer la tracabilité, le respect des réglementations et

la sécurité alimentaire.
Le protocole de Cartagena

Le Protocole de Cartagena sur la prévention des risques biotechnologiques a été signé le 29
janvier 2000, apres de longues négociations, dans le cadre de la Convention sur la Diversité
Biologique adoptée a Rio en 1992. 11 a été assorti en 2010 d’un protocole additionnel, entré en
vigueur en mars 2018 : le protocole de Nagoya Kuala Lumpur sur la responsabilité et la
réparation. Ce protocole a pour objectif la prévention des risques biotechnologiques. Il constitue
le premier accord international environnemental sur les OGM [17].

Le programme régional de biosécurité de T'UEMOA

L’objectif environnemental du Programme Régional de Biosécurit¢ de PUEMOA est de
protéger la biodiversité régionale contre les risques potentiels associés a I’introduction des
Organismes Vivants Modifiés en Afrique de I’Ouest. Plus concrétement, il s’agit de la mise en

ceuvre d’un cadre juridique régional de biosécurité devant permettre aux Etats membres de
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I’UEMOA de faire face a leurs obligations vis-a-Vvis du Protocole de Cartagena sur la prévention

des risques liés aux Organismes Vivants Modifies [18].
Précedentes études sur les OGM dans le pays :

Une seule étude sur la détection des OGM a été réalisée avec les variétés de mais circulant au
Mali en 2019 au Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée (LBMA). Les résultats de cette
¢tude ont relevé I’absence de transgeéne dans les échantillons de Mais conservé au niveau de

I’Institut d’Economie Rurale (IER). Cependant une variété de mais d’origine inconnu était

OGM [19].
3.2 Les biotechnologies agricoles ou végétales

Le terme « biotechnologie » fait référence a une large gamme de techniques dont la
caractéristique essentielle est d’utiliser les propriétés des organismes vivants. Certaines
biotechnologies telles que la fermentation sont utilisées depuis des millénaires pour la
production du vin, du pain ou de la biére. Ces processus traditionnels utilisent en effet des
organismes vivants pour effectuer diverses transformations chimiques (p.ex. la transformation
du sucre en alcool) [20].

Toutefois, lorsque 1’on parle de biotechnologie aujourd’hui, on fait principalement référence a
des techniques modernes utilisées en médecine, pharmacie, dans 1’agro-alimentaire ou en
agriculture. Dans ce dernier cas, le génie génétique et la culture de tissus sont les techniques les
plus importantes.

Les techniques de génie-génétique rendent possible I’identification d’une séquence particuliére
d’ADN qui correspond & un géne d’intérét ; elles permettent également de prélever ce gene et
de le transférer dans un autre organisme, par exemple une cellule végétale. Les techniques de
génie génétique permettent donc de modifier le patrimoine génétique d’un organisme vivant.
Bien que I’on en parle moins que le génie génétique, la culture de tissus est ¢galement une
technique « biotechnologique » essentielle pour le développement des plantes transgéniques.
En effet, c’est a travers la culture de tissus qu’il est possible de cultiver des cellules hors de
leurs organismes d’origine et de régénérer une plante complete a partir d’une seule cellule. Le
processus de régénération a longtemps constitué un facteur limitant pour le développement de
plante transgénique.

Ainsi, le génie génétique et la culture de tissus sont tous deux nécessaires pour développer une

plante transgenique ; le génie génétique pour introduire un transgeéne (geéne provenant d’une
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autre espece) dans une cellule de plante et de la culture de tissus pour régénérer une plante

compléte a partir de cette cellule transformée[20].

3.3 Cellules, chromosomes, ADN et protéines

Il existe des organismes unicellulaires composés d’une seule cellule (bactéries, protozoaires,
etc.) et des organismes pluricellulaires composés d’une multitude de cellules (étres humains,
plantes)

La plupart des cellules possedent un noyau dans lequel se trouvent les chromosomes. Les
bactéries en revanche ne possedent pas de noyau et leurs chromosomes se trouvent directement
dans le cytoplasme.

Un chromosome est une trés longue molécule d’ADN (acide désoxyribonucléique) dont la
forme plus ou moins compacte selon les régions est rendue possible par 1’assemblage de
diverses protéines. Il est composé d’éléments chimiques et physiques identiques chez tous les
organismes vivants. Cette universalité de la structure de I’ADN permet donc de transférer une
séquence d’ADN d’un organisme a un autre et de produire ainsi un organisme transgénique (ou
un organisme génétiguement modifie- OGM).

L’ ADN est composé de quatre bases (A= Adénine, C=Cytosine, G=Guanine, T=Thymine). Les
bases sont arrangées selon une séquence particuliere (p. ex. ATTCCGGA) et c’est précisément
cette succession de bases selon un ordre précis qui fournit les instructions nécessaires a la
création d’un organisme vivant. L’ADN utilise les bases: squelette phosphate, sucre
désoxyribose, guanine, I’adénine, cytosine, thymine. L’ARN utilise le sucre ribose, 1’adénine,
la guanine, la cytosine, le squelette phosphate et 1’uracile base.

Un géne est une séquence d’ADN particuliére qui code pour une protéine donnée. Lors de la
production d’une protéine, le géne est d’abord transcrit en ARNm (acide ribonucléique
messager), une molécule « intermédiaire » a partir de laquelle la traduction en protéines est

ensuite effectuée[20].

3.4 Techniques utilisées pour la création des OGM

Les cultures biotechnologiques sont adoptées le plus rapidement dans I'histoire de I'agriculture
moderne. La commercialisation des OGM est dans de nombreux pays strictement reglementée,
imposant la nécessité de tracabilité et d'étiquetage. Pour se conformer a ces législations, des
méthodes de détection sont nécessaires. A ce jour, les événements génétiquement modifiés ont
été développés par l'introduction d'un insert transgénique (c'est-a-dire un promoteur, une

séquence codante, un terminateur) dans le génome de la plante et la PCR en temps réel est la
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méthode de détection de choix. Nous avons utilisé la PCR classique parce qu’elle est fiable,
économique et surtout parce qu’elle nous permet de séquencer 1I’événement. Cependant, de
nouveaux types d'éléments genétiques seront utilisés pour construire de nouveaux OGM et de
nouvelles cultures seront transformées [21]

Transférer des génes dans une plante cultivée pour générer un OGM (une plante transgénique)
nécessite généralement un processus en deux étapes : Insertion réussie du gene dans une ou
plusieurs cellules végétales, appelée transformation, et la régénération d'une plante
transgénique, principalement en culture tissulaire, a partir de la ou des cellules transformees.
Le géne transféré, appelé transgene, est généralement congu pour contrdler quand et dans quel
tissu il est exprimé afin que le bénefice maximal puisse étre réalisé. L’insertion de génes dans
des cellules végétales est généralement réalisée de I'une des deux maniéres suivantes : soit par
transfert direct d'/ADN « nu » soit indirectement a I'aide d'un véhicule bactérien.

La technique de loin la plus courante et la plus largement utilisée pour le transfert direct d'ADN
est le bombardement de particules. Le bombardement de microparticules, également connu sous
le nom de biolistique ou « pistolet a génes », a été développé pour la premiére fois par Sanford
a la fin des années 1980 en utilisant de I'hélium sous pression pour tirer des microparticules d'or
ou de tungstene (diametre entre 0,5 et 1,0 m) recouvertes du géne d'intérét modifié sous forme
nue. ADN dans le tissu végétal a des vitesses élevées.

La pression utilisée pour projeter les microparticules variait en fonction des tissus cibles mais
pouvait atteindre 2 200 psi : plus la vitesse des particules était €levée, plus la pénétration dans
le tissu cible était profonde. Les principaux tissus ciblés étaient des tissus embryonnaires de la
graine ou des méristéemes. Le gene modifié a été livré sous la forme d'un plasmide a nombre de
copies élevé (un cercle d'/ADN capable de se répliquer dans un héte bactérien pendant le
processus d'ingénierie) et une fois dans la cellule, il était capable de s'intégrer dans le génome
de la plante, souvent en plusieurs copies. Bien que I'équipement soit devenu plus sophistiqué et
que les micros projectiles aient change avec le temps, le bombardement de microparticules
fonctionne toujours sur les mémes principes que le « canon a génes » original de Sanford. Le
bombardement de microparticules a été utilisé avec succes pour produire des plantes
transgéniques dans un large éventail de cultures, y compris toutes les céréales, certaines cultures
de tubercules et des arbres. Elle présente I'avantage par rapport a d'autres méthodes en ce qu'elle
peut étre utilisée pour transférer de gros fragments d'ADN et a méme été utilisée pour transférer
simultanément des chromosomes entiers et plusieurs genes modifiés indépendamment.[10]
Les éléments promoteurs et terminateurs utilisés dans le premier OGM étaient principalement

le promoteur 35 S du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV) (p35S ; [39]) et le terminateur
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de nopaline synthase d'Agrobacterium tumefaciens (Tnos ; [40]). Les traits étaient également
limités aux genes conférant une tolérance aux herbicides (HT) et une résistance aux insectes
(IR) et ont été introduits dans quelques cultures de base telles que le mais, le soja et le colza.
Les principales séquences HT sont les phosphinotricine-N-acétyltransférases bactériennes de
Streptomyces viridochromogenes (pat) et de Streptomyces hygroscopicus (bar) [41] et la 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (epsps) de la souche CP4 d'Agrobacterum
tumefaciens ou de plante origine (in casu petunia) [42, 43]. Pour le trait IR, des versions
artificielles des genes codant pour I’endotoxine de Bacillus thuringiensis (Bt) (par exemple, le
crylAb/Ac) ont été utilisées. A I'neure actuelle, cette premiére génération de caractéres et
d'éléments réglementaires reste prédominante dans les cultures commerciales et leurs produits
dérivés pour I'alimentation humaine et animale. En effet, en 2011, la principale culture GM était
encore le soja avec 47 % de la superficie mondiale des cultures biotechnologiques suivi du mais
(32 %), du coton (15 %) et du colza (5 %). Tout au long des 16 années de commercialisation
des cultures biotechnologiques, la tolérance aux herbicides a été le trait dominant (59 %). Les
cultures résistantes aux insectes représentent 15 % de la superficie totale des cultures
transgéniques plantées [1]. Ces derniéres années, de nouvelles séquences régulatrices ont été
introduites [44, 45] telles que le terminateur 35 S du virus de la mosaique du chou-fleur (T35S),
le promoteur du virus de la mosaique figworth (PFMV ; [46]), le promoteur de la nopaline
synthase d'Agrobacterum tumefaciens (TNOS), le promoteur d'actine de riz (pAct ; [47]) et le
promoteur d'ubiquitine de mais (PUbiZM ; [48]). De plus, de nouveaux genes de la famille des
-endotoxines Bt sont également utilisés aujourd'hui (cry3Bb, cry3A, crylF, ...). De plus,
davantage d'espéces comme le riz, le coton, la betterave a sucre et la pomme de terre sont

actuellement utilisées pour la transformation.[22]
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Figure 1: lllustration de la technique de transgénése [23].

3.5 Techniques de détection moléculaire des OGM
Le développement de méthodes de détection est trés important pour la sécurité et la surveillance
des cultures génétiguement modifiées. Il existe plusieurs méthodes de détection des organismes

génétiquement modifiés [24]

Les méthodes de détection classiques sont la réaction en chaine par polymérase (PCR) basée
sur I'ADN [25] et les tests immuno-enzymatiques basés sur les protéines (ELISA) [26]. Il existe
encore d’autres méthodes beaucoup plus récent que ces technique précédemment cités : LAMP
PCR[26] ; CRISPR[27] ; HPLC et Technologies de séquencgage de nouvelle génération ( NGS)
[28].

Bien que la technologie PCR ait des limites évidentes, le degré potentiellement éleve de
sensibilite et de spécificité explique pourquoi elle a été le premier choix de la plupart des
laboratoires d'analyse intéressés par la détection d'organismes génétiquement modifiés (GM)
(OGM) et de matériaux dérivés. Etant donné que les produits que les laboratoires recoivent pour
analyse sont souvent traités et raffinés, la qualité et la quantité de I'analyte cible (par exemple,

protéine ou ADN) remettent fréquemment en question la sensibilité de toute méthode de
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détection. Parmi les méthodes actuellement disponibles, les méthodes PCR sont généralement
acceptées comme les méthodes les plus sensibles et les plus fiables pour la détection de matériel
dérivé d'OGM dans les applications de routine. Le choix du motif de la séquence cible est le
facteur le plus important contrélant la spécificité de la méthode PCR. La séquence cible fait
normalement partie de la construction génétique modifiée, par exemple un promoteur, un

terminateur, un géne ou une jonction entre deux de ces éléments [29].

Cependant, les éléments peuvent provenir d'organismes de type sauvage, ils peuvent étre
présents dans plus d'un OGM et leur nombre de copies peut également varier d'un OGM a
l'autre. Ils peuvent méme étre combinés de maniere similaire dans plus d'un OGM. Ainsi, le
choix de la méthode doit correspondre a I'objectif. Les développements récents incluent des
méthodes spécifiques aux événements, particulierement utiles pour [l'identification et la
quantification du contenu GM.[29]. [30].

La présence d'organismes génétiqguement modifiés (OGM) est couramment évaluée a l'aide de
méthodes de PCR en temps réel ciblant les éléments transgéniques les plus courants trouves
dans les OGM. Une fois la présence de matériel GM établie a l'aide de ces méthodes de
dépistage, les OGM sont ensuite identifiés a l'aide d'une batterie de méthodes de PCR en temps
réel, chacune étant spécifique d'un événement GM et ciblant généralement la jonction du

génome de la plante et de I'insert d’ADN transgénique [31].

3.6 Avantage des OGM :

L'introduction d'un géne étranger dans une plante lui confére la capacité de synthétiser une
protéine étrangere. Partant de l'idée que toute information génétique provenant de n'importe
quelle source peut étre exprimée dans n'importe quel organisme ; L’ ingénierie génétique permet
ainsi a:

- Amélioration de la protection des cultures agricoles,

- Raccourcir le délai pour obtenir une nouvelle variété,

- Améliorer le rendement et la qualité des cultures,

- Produire des molécules a haute valeur ajoutée (comme les produits pharmaceutiques,
vitamines ou biopolymeres pour I'industrie), et

- Améliorer la qualité nutritionnelle des plantes [11].

- Les OGM pourraient produire des tissus (par des animaux génétiquement modifiés)

greffables chez I’homme [5].
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3.7 Inconvénients des OGM :

Les dangers des OGM sur la santé publique et environnementale font encore débats dans le
monde scientifique et politique. Ces organismes pourraient induire des effets toxiques suivants.
[27]

- Dérive génetique,

- Allergies,

- Résistance aux antibiotiques et

- Appauvrissement de la biodiversité

- Dépendance des agriculteurs : les firmes programment I’ADN des plantes afin qu’elles
tuent leurs propres embryons. Les semences sont stériles. Les agriculteurs sont obligés de
racheter de nouvelles semences tous les ans [5] .

3.8 Impacts sur la santé humaine

Les études indépendantes démontrant 1’innocuité des cultures OGM sur la santé humaine ou

animale sont cruellement absentes de la littérature scientifique.

En revanche ce qui ne fait pas de doute, c’est que les cultures OGM peuvent potentiellement
provoquer bien plus de réactions allergiques que les cultures issues de croisements
conventionnels. Ainsi, lors d’une expérimentation a long terme menée en Australie, il a été
constaté que des petits pois OGM causaient des réactions allergiques chez les souris. Cela les
rendait également plus sensibles a d’autres allergies alimentaires [32].

3.9 Généralités sur les OGM en Afrique

En Afrique, les législations sur les Plantes Génétiquement Modifiées (PGM) sont en
construction, ce qui n’empéche pas les PGM d’y entrer massivement : si I’ Afrique du Sud est
le seul pays du continent ou les PGM sont cultivées commercialement, d’autres pays ont

commencé des essais en champ et la majorité d’entre eux importent des PGM.[33]

Si actuellement seule 1’ Afrique du Sud cultive commercialement des PGM, la plupart des pays
africains en expérimentent, en serre ou en champ : au Burkina Faso (coton Bt), en Egypte
(melon, pomme de terre, courge et tomate), au Kenya (patate douce, mais, coton) , au
Maroc (tomate), en Ouganda (banane, coton et mais), en Tanzanie (Tabac), en Zambie ,et au
Zimbabwe (coton, mais). Cette liste n’est pas exhaustive car peu d’information est disponible
sur la réalité des essais en cours et méme les gouvernements possédent peu de moyens

techniques et humains pour détecter et contrdler la présence de PGM.[34].
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4 Meéthodologie

4.1 Types et période d’étude
Il s’agissait d’une étude prospective pour la période de Mars 2021 a Aout 2023 dans les

communes I, IV, V du district de Bamako.

la

Figure 2 : Carte du District de Bamako [35].
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4.2 Matériels

La collecte d’échantillon a porté sur les denrées agricoles (Fruits, légumes et céréales) vendues
dans les magasins, supermarches et étalages dans les communes 11, 1V, V du district de Bamako
4.2.1 Criteres d’inclusion

Les criteres de sélection éetaient bases sur un certain nombre de points :

e Les fruits et légumes importés,

e Les fruits et Iégumes provenant des communes 11, 1V, V du district de Bamako,

e Les céréales importées provenant des communes Il, IV, V du district de Bamako.

4.3 Critéres de non inclusion

N’ont pas été inclus dans notre étude :

e Les fruits et Iégumes de production locale,

e Les fruits et Iégumes importés mais qui ne se trouvent pas dans les communes II, IV, V
du district de Bamako

e Les céréales de production locale.

4.4 Description du questionnaire

Nous avons un questionnaire qui fournit des informations sur I’origine des échantillons testés
et des informations sur le vendeur (voir annexe).

4.5 Echantillonnage

Les échantillons étaient collectés dans les principaux points d’approvisionnement (dans les
supermarchés et chez les vendeurs a 1’étalage) du district de Bamako. Les échantillons prélevés
sur le terrain étaient conservés dans des sachets individuels en double emballage avec des
étiquettes puis gardés a -20°C avant les analyses au laboratoire. Un questionnaire était utilisé
pour renseigner sur 1’origine et la provenance 1’échantillon prélevé.

Durant notre période d’étude nous avons pu collecter de fagon aléatoire dans les trois communes
du district de Bamako des échantillons de céréales, fruits et Iégumes présents lors des passages
de notre équipe.

4.6 Détection moléculaire de la présence de marqueurs spécifiques aux OGM

4.6.1 Décongélation des échantillons
Nous n’avons pas suivi de courbe de décongélation, les échantillons ont été directement sortis

de -20C et déposés a la température ambiante.
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4.6.2 Séchage au laboratoire des echantillons collectés

Une partie des échantillons a été découpée avec une lame stérile de fagon a avoir des couches
fines. Ces parties fines ont ensuite été déposées sur des papiers aluminium et incubées a 44°C
pendant 24 a 48 heures dans une étuve Binder.

Apres sechage, les échantillons ont été broyes dans des mortiers stérilisés en porcelaine et

conservés dans des tubes eppendorf 1,5 ml a température ambiante avant 1’étape de I’extraction

d’ADN.

Figure 3 : Incubateur (Etuve Binder)

Figure 4: Mortier et pilon en porcelaine
4.6.3 Extractions d’ADN des échantillons collectés
Les échantillons ont été broyés dans des mortiers en porcelaine. Vingt milligrammes du broyat
seront prélevés pour extraction d’ADN avec la méthode CTAB 10%. Le CTAB est un
tensioactif cationique ajouté dans le tampon d'extraction d'ADN [36].
20 mg du broyat de chaque échantillon a été pesé. 600 puL de CTAB 10% a été utilisé pour la
lyse membranaire et suivie d’une incubation a 65°C pendant 20 mn. Nous avons utilisé 600 uL
de chloroforme pour la séparation et puis nous avons centrifugé a 12000 rpm pendant 5 mn.
L’ADN a été précipité avec 600 Ul de I’éthanol absolue (ou isopropanol) puis centrifuger
pendant 20 mn a 12000 rpm. Pour la purification nous avons utiliseé 600 puL d’éthanol & 70°C
puis suivie d’une centrifugation a 12000 rpm pendant 5 mn. Cette étape a été répétée avant de
sécher au speed-vac pendant Smn. L’ADN était élue avec 100 Ul d’eau ultra pure.[36]
4.6.4 Vérification qualitative et quantitative de ’ADN :
La spectrophotométrie était utilisée pour vérifier la qualité et la quantité de nos extraits d’ADN.
Les longueurs d’ondes étaient a 260 nm et 280 nm pour les protéines afin de déterminer la
pureté en faisant le ration 260/280.[36]
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Figure 5: Tube Eppendorf de 1.5 contenant I’ADN
Figure 6: Spectrophotometre Eppendorf
4.3.4 PCR qualitative :

Une nouvelle approche la PCR, pour la détection des OGM est présentée ici. Cette méthode
est basée sur la présence de plusieurs éléments communs (promoteur et terminateur) dans
différents OGM.

La technique de la PCR est I’une des méthodes les plus fiables pour la détection des OGM. Elle
est basée sur la mise en évidence d’une séquence d’ADN transgénique ( événement) [37]. Nous
avons utilisé 4 paires d’amorces différentes (PLANT, P35S, TNOS, PFMV) pour cette étude.
Les tests de présence de séquences de P35S et TNOS ont eété couramment utilisés comme outil
de dépistage pour la détection des OGM. La plupart des produits GM commercialisés contient
I’un ou Pl'autre ou les deux. La détection de l'un ou l'autre élément nécessite des tests
supplémentaires pour l'identification de traits ou d'événements spécifiques [38] . La procédure
comprend : (1) I'extraction de I'ADN génomique, (2) I'amplification des génes specifiques de
la plante (chlorophylle) afin de déterminer que les échantillons sont bien issus de la plante, (3)
I'amplification des marqueurs d’OGM : promoteurs 35S, FMV et terminateur NOS insérés au
moyen de la méthode de PCR, (4) la caractérisation et la confirmation des produits de PCR par

I'électrophorése sur gel d'agarose.[39]
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Figure 7: Thermocycler Eppendorf

4.7 Amplification des marqueurs de dépistages pour I’identification des OGM

Tableau I: séquences des genes recherches et leurs tailles attendues

Marqueur Sequence Taille
attendue (Pb)
Amorce PLANT
Aller 3’ CGAAATCGGTAGACGCTACG 5 571
Retour 5 GGGGATAGAGGGACTTGAAC 3
Amorce P35
Aller 3’CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 5 123
Retour 5 TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC 3
Amorce TNOS
Aller 3’ GCATGACGTTATTTATGAGATGGG 5 118
Retour 5’ GACACCGCGCGCGATAATTTATCC 3
Amorce PFMV
Aller 3> AAGCCTCAACAAGGTCAG 5 196
Retour 5 CTGCTCGATGTTGACAAG 3
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Marqueur universel des plantes (PLANT) :

Cette paire d’amorce est commune a tous les végétaux. Elle cible des régions de I’ARN

chloroplastique, permet de déterminer 1’origine de I’ADN et d’éventuels inhibiteurs. La PCR

s’est déroulée dans les conditions suivantes[40] [41] :

Tableau I1: Composition du mélange réactionnel (volume en pL)

Réactifs Concentration | Volume (uL)
Master Mix (One Tag Biolabs) 2X 12,5
Amorce Sens (aller) 10 uM 1
Amorce Anti-sens (retour) 10 uM 1
ADN 100-200 ng 5

H20 - 55
Total - 25

Au total 25ul de mélange réactionnel a été soumis a la PCR avec un mélange initial
contenant des nucléotides, du Mg**, et le tampon de la PCR. Ensuite I’amorce spécifique pour
I’amplification du géne PLANT a été ajoutée en présence de ’ADN d’intérét des fruits,
légumes, et céréales. Des controles négatifs (Echantillon de mais de I’'IER) et positifs

(Echantillon de mais OGM pionner) ont été inclus dans chaque test PCR.
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Amplification par PCR de la présence de I’ADN chloroplastique avec I’amorce PLANT

Tableau I11: Paramétres d’amplification de la PCR avec I’amorce PLANT

Etape Température (°C) Temps (seconde) Nombre de cycle
Dénaturation initiale 94 240 1
Dénaturation secondaire 95 30 35
Hybridation 55 30 35
Elongation 72 120 35
Elongation Finale 72 300 1
Conservation 4 - -

La machine PCR de type eppendorf a été programmeée suivant les paraméetres au niveau de ce

tableau

L’¢lectrophorese a été réalisée sur un gel d’agarose de 2% et migrer pendant 1h30 mn a 120V,
La taille des bandes attendues était de 571pb. 20mg d’agarose (LE Agarose CSL-AG500)
étaient ajoutés dans 100ml de tampon de migration constituée TBE (5%) avec du bromure

d’ethidium a la concentration de 3%. La migration a été effectuée par un générateur de courant

de type Power bac de Biorad avec un voltage de 120V et pendant 1h30mn. Le marqueur

moléculaire 100pb (Biolabs) a été ajouté au méme moment dans les puits avec les amplifiats.

Le gel a été photographié sous la lumiére UV avec I’appareil de marque UVPR DigiDoc-I1t™
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Amplification du marqueur P35 pour le dépistage des OGM par PCR
Marqueur pour le promoteur P35S :

Le promoteur du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV) 35S (P35S) est une cible
couramment utilisée pour la détection de organismes génétiquement modifiés (OGM) [42]. Elle
est I’'une des marqueurs les plus utilisées dans la construction des OGM, 59% des cultures GM

commercialisées pourraient étre détectées en ciblant simplement cette séquence [43]
Mélange réactionnel pour un volume final de 25 pL.

Tableau I1V: Composition du mélange réactionnel (volume pour une réaction en pL)

Réactifs Concentration | Volume (uL)
Master Mix (One Tag Biolabs) 2X 12,5
Amorce Sens 10 uM 0,75
Amorce Anti-sens 10 uM 0,75
ADN 100-200 ng 5

H20 - 6

Total - 25

Au total 25ul de mélange réactionnel a été soumis a la PCR avec un mélange initial contenant
des nucléotides, du Mg™, et le tampon de PCR. Ensuite 1’amorce spécifique pour
I’amplification du géne du promoteur 35S a été ajoutée en présence de I’ADN d’intérét des
fruits, légumes, et céréales. Des controles négatifs (Echantillon de mais de I’TER) et positifs

(Echantillon de mais OGM pionner) ont été inclus dans chaque test PCR.
La PCR s’est déroulée dans les conditions suivantes :

Une premiére étape de Dénaturation & 94°C pendant 10 minutes suivie d’une Dénaturation
secondaire a 95°C pendant 25 secondes. L hybridation des amorces s’est déroulée a 55°C
pendant 30 secondes. L’¢élongation par la Taq polymérase est a 72°C pendant 45 secondes pour

un nombre total de 50 cycles. Elongation finale s’est réalisée pendant 8 minutes a 72°C.
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Tableau V : Paramétres d’amplification de la PCR avec ’amorce P35S

Etapes Température (°C) Temps (seconde) Nombre de cycle
Dénaturation initiale 94 600 1
Dénaturation secondaire 95 25 40
Hybridation 55 30 40
Elongation 72 45 40
Elongation Finale 72 480 1
Conservation 4 - -

L’¢électrophorése a été réalisée sur un gel d’agarose de 2% et migrer pendant 1h30 mn a 120v.

La taille des bandes attendues était de 128 pb.
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Amplification du marqueur TNOS pour le dépistage des OGM

Marqueur pour le terminateur TNOS :

Marqueur de terminaison le plus utilisé pour la construction des OGM. La PCR s’est déroulée

dans les conditions suivantes :

Mélange réactionnel pour un volume final de 25 pL.

Tableau VI: Composition du mélange réactionnel (volume pour une réaction en pL)

Réactifs Concentration | Volume (uL)
Master Mix (One Taq Biolabs) 2X 12,5
Amorce Sens 10 uM 0,75
Amorce Anti-sens 10 uM 0,75
ADN 100-200 ng 5

H20 - 6

Total - 25

Au total 25ul de mélange réactionnel a été soumis a la PCR avec un mélange initial contenant
des nucléotides, du Mg™, et le tampon de PCR. Ensuite I’amorce spécifique pour
I’amplification du terminateur NOS a été ajouté en présence de I’ADN d’intérét soit des fruits,
des légumes, et les céréales. Des contrdles négatifs (Echantillon de mais de I’IER) et positifs
(Echantillon de mais OGM pionner) ont été inclus dans chaque test PCR.
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Tableau VII: Paramétres d’amplification de la PCR avec I’amorce TNOS

Etape Température (°C) Temps (seconde) Nombre de cycle
Dénaturation initiale 94 600 1
Dénaturation secondaire 95 25 40
Hybridation 55 30 40
Elongation 72 45 40
Elongation Finale 72 480 1
Conservation 4 - -

L’¢lectrophorese a été réalisée sur un gel d’agarose de 2% et migrer pendant 1h30 mn a 120.

La taille des bandes attendues était de 118pb.
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Amplification du marqueur PFMV pour le dépistage des OGM

Marqueur pour I’amorce PFMYV : Originaire du virus de la mosaique figworth, c’est un

marqueur utilisé pour la détection des modifications génétiques au niveau du promoteur des

génes cibles. La PCR s’est réalisée dans les conditions suivantes :

Tableau VII11 : Composition du mélange réactionnel (volume en pL) pour la PCR P-FMV

Réactifs Concentration | Volume (uL)
Master Mix (One Taq Biolabs) 2X 12,5
Amorce Sens 10 uM 0,25
Amorce Anti-sens 10 uM 0,25
ADN 100-200 ng 5

H20 - 7

Total - 25

Au total 25ul de mélange réactionnel a été soumis a la PCR avec un mélange initial contenant

des nucléotides, du Mg™, et le tampon de PCR. Ensuite I’amorce spécifique pour

I’amplification du promoteur FMV a été ajouté en présence de I’ADN d’intérét des fruits,

Iégumes, et céréales. Des controles négatifs (Echantillon de mais de I'IER) et positifs

(Echantillon de mais OGM pionner) ont été inclus dans chaque test PCR.
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Tableau IX: Paramétres d’amplification de la PCR avec I’amorce P-FMV

Etape Température (°C) Temps (seconde) Nombre de cycle
Dénaturation initiale 94 600 1
Dénaturation secondaire 95 25 40
Hybridation 55 30 40
Elongation 72 45 40
Elongation Finale 72 480 1
Conservation 4 - -

L’¢électrophorese a été réalisé sur un gel d’agarose de 2% et migrer pendant 1h30 mn a 120v.

La taille des bandes attendues était de 196 pb.
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5 Reésultats

5.1 Les résultats des enquétes :

Au total 72 denrées alimentaires ont été échantillonnées dans les communes Il, 1V, V de
Bamako. Le plus grand nombre d’échantillon a été collecté en commune V suivie de la

commune Il et de la commune 1V avec respectivement 41, 27 et 4 échantillons.

Tableau X: Résultats des questionnaires d’enquéte au moment de 1’échantillonnage

Communes | Nombre d’échantillons Distribution de I’échantillon
Super
Etalage
marche
V 41 31 10
\V4 4 4 0
| 27 22 5
Total 72 57 15

La majorité des échantillons (79%) était vendu a 1’étalage au marché ou au bord de la route.
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5.2 Détection moléculaire de la présence de marqueurs spécifiques aux OGM :

5.2.1 Résultats de la PCR pour la présence du géne Plant :
Aprés extraction de I’ADN génomique, la présence du matériel génétique (qualité de

I’extraction) était attestée par la présence du gene Plant.

Figure 8: Image du gel électrophorése de la PCR avec I’amorce PLANT.

Les lignes 1 a 24 représentent les échantillons. La colonne 1 représente le marqueur
moléculaire de taille (100 paires de bases moléculaires). Les colonnes C+ et C- représentent

les controles positifs et négatifs
Les 24 premiers échantillons ont tous présentés des bandes avec un polymorphisme.

La taille des amplicons de Plant variaient selon les familles de fruits, Iégumes et céréales.
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Tableau XI: Résultat d’amplification du géne PLANT

Echantillon positif
Echantillons testes PLANT
Fruits 38 36
Légume 24 24
Cereéales 10 10
Total 72 70

A D’exception de deux (2/72) tous les échantillons ont été amplifiés par ’amorce Plant du

chloroplaste (Chloroplaste).
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5.2.2 Résultat de la PCR pour la présence du géne P35S :

Les échantillons ayant été amplifiés a 123 Pb confirment la présence du géne P35S. Cela

signifie que ces échantillons portent une modification au niveau du promoteur P35S.

Figure 9: Image du gel d’électrophorese apres PCR par I’amorce P35S,

Les lignes 1 a 15 représentent les échantillons. La colonne 1 représente le marqueur
moléculaire de taille (100 paires de bases moléculaires). Les colonnes C+ et CN représentent

les contrdles positifs et négatifs.

Sur 72 échantillons amplifiés, 9 étaient positif au géne P35S.
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5.2.3 Résultat de la PCR pour la présence du géne TNOS :

Les échantillons ayant été amplifiés a 118 Pb confirme la présence du gene TNOS. Cela signifie

que ces échantillons portent une modification au niveau du terminateur TNOS.

OGM: Amorce Tnos: 1-11

Figure 10: Image du gel d’électrophorése de la PCR avec 1’amorce TNOS.

Les puits 1 a 11 représentent les échantillons a tester. Le puit 1 contient le marqueur
moléculaire de taille (100 paires de bases moléculaires). Les puits C+ et C- représentent les
contr6les positif et négatif. Sur les onze échantillons présents, un seul était positif au géne

TNOS. L’échantillon numéro 2 (petite tomate) a été amplifié avec le marqueur TNOS.
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5.2.4 Résultat de la PCR pour la présence du géne PFMV :

Les échantillons ayant été amplifiés a 196 pb confirment la présence du gene P-FMV. Cela

signifie que ces échantillons portent une modification au niveau du promoteur FMV.

100pb 1314 14

Figure 11: Image du gel d’électrophorése de la PCR avec I’amorce P-FMV.

Les puits 1 a 23 représentent les échantillons a tester. Le puit 1 représente le marqueur
moléculaire de taille (100 paires de bases moléculaires). Les puits C+ et C- représentent les

contrdles positif et négatif.

Sur 23 échantillons présents, aucun n’était positif au gene P-FMV.
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Tableau XI1: Analyse des échantillons de fruits, Iégumes et céréales testés pour la présence

de marqueurs spécifiques aux OGM.

#
PCR PCR PCR PCR P-
Types Total
PLANT P35 TNOS FMV

testé
N % N % N % N %
Fruits 38 36 94,73 5 13,15 1 2,63 0 0
Légumes 24 24 100 3 12,5 0 0 0 0
Céréales 10 10 100 1 9,09 0 0 0 0
Total 72 70 98,24 9 12,5 1 1,38 0 0

Sur les 72 échantillons testés, 70 ont présenté un ADN spécifique a la plante soit
94.73%(70/72). Pour le marqueur P35, 9 seulement sur les70 échantillons portant ce marqueur
soit 12.5% repartis en 5 pour les fruits, 3 pour les légumes et 1 seul pour les céréales. Pour ce
qui concerne le marqueur TNOS, seul un fruit le portait sur les 70 échantillons testés soit

2.63%. Aucun des échantillons ne portait le marqueur PFMV.
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Pourcentage du type d’échantillon testé positif :

pourcentage des OGM positif avec I'amorce P35S
selon le types d'échantillons

m fruits = Légumes = Céréales

Figure 12: Type des échantillons testés positifs

Les fruits représentaient 60% echantillons testés positifs suivis des Iégumes 30% et les

céréales 10% avec 1’amorce P35S

These de pharmacie 2022-2023 Awa Niogo TRAORE

34



Détection des OGM dans les fruits et légumes couramment consommeées au Mali

5.3 Détermination de I’origine des céréales ainsi que les fruits et légumes importées

dans le district de Bamako :

Tableau XI11: Répartition des OGM selon la nature de 1’échantillon

Provenance Fruits Légumes Céréales Positifs
Maroc 4 2 0 6
Afrique du sud 1 0 0 1
Cote d’ivoire 1 0 0 1
Inde 0 1 1 2
Total 6 3 1 10

La moitié (6/10) provenait du Maroc cela s’explique par rapport a la taille des échantillons prélevés
provenant du Maroc (35/72) qui correspondait a la moitié de la taille totale de I’échantillonnage. Ces

produits étaient des fruits (4) et légumes (2).
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Tableau XIV: Lieu d’échantillonnage des OGM

Commune II 27 4 40
Commune V 41 6 60
Commune IV 4 0 0

Total 72 10 100

Les produits OGM étaient échantillonnés dans les communes 1l et V avec un pourcentage de

60% pour la commune V et 40% pour la commune 1V,

Répartition des échantillons testés positifs par les marqueurs de dépistage selon les

communes
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Tableau XV: Répartition des OGM en fonction des Communes

Communes de Fruits Légumes Céréales Positifs
collecte
Commune V 4 1 1 6
Commune IV 0 0 0 0
Commune Il 2 2 0 4
Total des 6 3 1 10
répartitions

Les échantillons positifs provenaient de la commune V dont quatre échantillons de fruits, un

échantillon de 1égumes et un échantillon de céréale et de la commune 11 dont deux

échantillons de fruits et deux échantillons de légumes.
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Tableau XVI: Répartition des OGM en fonction des marqueurs

Positifs Marqueurs Origine Commune de collecte
Petite tomate P35s Maroc \Y
Melon P35s Afrique du sud \Y/
Banane P35s Cote d’ivoire V
Poivron P35s Maroc \%
Orange P35s Maroc I
Tomate P35s Maroc I
Chou violet P35s Maroc 1
Piment hindou P35s Inde 1
Petite tomate Tnos Maroc \Y
Riz basmati P35s Inde \Y

La plupart des échantillons étaient positifs au marqueur P35s (90%), ils provenaient

majoritairement du Maroc et ont été collectés dans la commune V.
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Tableau XVII: Conformité des échantillons positifs collectés au protocole de Cartagena

(Etiquetage)
Nombre
Type d’échantillons | Distribution de I’échantillon | Présence d’étiquetage OGM
Positifs
Etalage |Supermarché Etalage |Supermarché
Fruits 6 6 0 0 n/a
Légume 3 1 2 0 0
Céréales 1 0 1 n/a 0
Total 10 7 3 0 0
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6 Commentaires et discussion

Les limites de notre étude étaient entre autre la difficulté de répertorier 1’origine des échantillons
de fruits, légumes et céréales. Cette étude étant la premiere connue visant a tester la présence
de séquences génetiqguement modifiées dans des échantillons de fruits et 1égumes frais sur le
marché au Mali nous n’avions pas de référence sur lequel faire une comparaison.

Notre objectif était de détecter la présence de certains marqueurs spécifiques aux organismes
génetiquement modifiés et ainsi confirmer la présence d’OGM dans les céréales, les fruits et
Iégumes couramment consommeés et importés au Mali. Nous avons utilisé la PCR comme
méthode de détection des OGM, qui selon beaucoup d’auteurs est une méthode facile, fiable,
spécifique et permet de tester plusieurs échantillons a la fois[44]. Elle est basée sur la mise en
évidence d’une séquence d’ADN transgénique (promoteur, événement, terminateur)[44],[9]. La
technique de séchage et d’extraction d’ADN n’a pas été effective que sur 2 échantillons parmi
les 72. 98.24% des échantillons ont pu étre amplifiées avec I’amorce PLANT. Cela montre la
bonne qualité de nos extraits d’ADN et la fiabilité de notre protocole d’extraction d’ADN. Elle
est rapide, ne nécessite pas I’intervention de matériels lourds et le colt est moins élevé par
rapport a plusieurs méthodes d’extraction d’ADN [36] [11] . Elle ne nécessite pas une trés
grande quantité de matériels génétiques [45] et cette méme technique a été utilisée par Ahatovic
et al 2021 dans une étude similaire a la n6tre [46]. Ce protocole simplifié¢ permet d’évaluer la
présence des transgenes dans divers échantillons frais (fruits, Iégumes, céréales) a partir d’ADN
exempt d’inhibiteurs et a moindre codt [8] [47]. La présence des inhibiteurs rend la PCR
négative méme si I’ADN est bien extrait[46]

Le choix des amorces P35S, TNOS et PFMV a été motivé par leur présence dans plus de la
moitié des modifications génétique observées chez les végétaux. Ils ont été utilisés dans
plusieurs études dans le cadre de la détection des organismes contenant des modifications
génetiques [48], [8] . Une premiere étude au Mali menée par Traore et al. 2019 avait signalé
la présence d’OGM dans des céreales (Mais) a Bamako [19].

Selon Debode et al 2022 le nombre et la source des génes pour 1’identification ne cesse de
croitre. Ainsi nos marqueurs couramment utilisés dans les laboratoires ne sont plus suffisants
pour garantir la détection de tous les organismes génétiqguement modifiés qui sont en circulation
a nos jours. 1l existe plusieurs autres marqueurs qui sont utilisés pour les activités de recherche
des transgenes [49].

Le taux de positivité ( 12 ,9%) est largement inférieur au 55% obtenu par Deglise et al. 2010

au Québec en 2010 [50]. Le nombre d’échantillon (72) est largement supérieur a celui de
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Deglise en 2010 au Québec (33 échantillons) [50] et a celui de Mpoloka et al au Botswana en
2010 [8] . Ce chiffre reste insuffisant par rapport aux 472 échantillons réalisés par Erkan et al
en 2017 [51] . Notre taux de positivité des céréales pour le marquer P35s (11.11%) est inférieur
a celui de Aburumman et al 2010 dans une étude qui Vvisait a détecter le mais géenétiquement
modifié (100%) [52]. Nos résultats concordent avec ceux de Al Hmoud et al 2010 qui ont
obtenu 15.79% de positivité pour la région promotrice 35S [47]. Leur étude était basée sur la
détection des modifications genétiques sur des echantillons de mais et haricot collectés au
niveau des marché en Jordanie [47]. Une étude similaire sur 11 types d’aliments a base de mais
et de soja collectés dans des différentes régions en Turquie a obtenu un taux de positivité de
100% avec la méme méthode de détection par la technique de la PCR conventionnelle [53].
D’autres études basées sur la détection d'organismes génétiquement modifiés a été réalisée par
Zhou et collaborateurs sur 22 échantillons d’aliments humains et animaux a abouti a un total
de 6 échantillons positifs qui est inférieur au total de 10 échantillons positifs de notre étude
[54]. Les échantillons négatifs avec les amorces P35S, TNOS et PFMV peuvent étre testés
avec d’autres marqueurs pour garantir un bon dépistage de nos échantillons ; comme I’indique
Debode et collaborateurs qui ont travaillé sur la détection des promoteurs, transgenes(les
évenements) , et terminateurs sur les aliments couramment consommeés [49] ; et Deglise qui a
effectué la détection des modification génétique dans les produits d’épicerie [50]. Ces tests
ne ciblent que les génes permettant I’induction (promoteur) ou I’arrét (terminateur) de
I’expression du géne d’intérét. L’utilisation des marqueurs Spécifiques pour le transgéne
(évenement) sera aussi un moyen de détection et nous permettra de connaitre le type de géne
inséré et de déterminer ces effets sur nos échantillons [51]. La faiblesse de notre taux de
positivité¢ est le reflet du cadre législatif et réglementaire, qui conditionne 1 utilisation
commerciale a I’étiquetage systématique de tous les OGM.

Nous avons obtenu dix échantillons positifs répartis en neuf types de fruits ; légumes ou
ceéréales (tomate, melon, banane, poivron, piment, orange, choux, riz). Selon la base de données
BCH, il existerait 9 événements ou transgenes introduient dans les variétés de tomate (Solanum
lycopersicum). Ces modifications ont été effectuées dans 1’objectif de créer une certaine
résistance aux antibiotiques, pesticides, maladies phytopathologie et le pourrissement des fruits.
Parmi les céréales comme le riz (oriza) dans la base de données BCH, les plus grandes
modifications concernent le riz (Oryza sativa) avec 22 événements. L’intérét de ces
modifications est la création de variétés résistantes aux pesticides, antibiotiques (kanamycine),
maladie bactériennes, fongiques et virales, ou la production de provitamines (surtout vitamine

A), changement métabolique au niveau de la plante et 1’élimination de certains allergénes. Il
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existe deux évenements introduits au niveau du melon (Cucumis melo), ces modifications
entrainent une résistance aux antibiotiques (kanamycine) et un retardement du pourrissement.
Nous avons également recensé dans la base de données BCH cing événements introduits au
niveau de la banane (Musa acuminata) dans 1’objectif de créer une résistance aux maladies,
aux pesticides et aux antibiotiques (kanamycine). Pour ’orange (Citrus aurantium), il
existerait trois événements introduits pour une résistance aux bactéries, aux insectes et aux
champignons. Nous avons recense un seul événement introduit au niveau du chou (Brassica
olereacea) dans le but d’obtenir une résistance aux antibiotiques (kanamycine), aux pesticides
et aux maladies. Pour le piment et le poivron (Capsicum annuum) nous avons recensé un
événement qui permet d’entrainer un changement métabolique au niveau de la plante et des
Iégumes [55]. Nous pensons que les évenements liés au pourrissement, aux pathogénes se
retrouvent dans nos échantillons dépistés. Cela doit étre confirmé par une étude moléculaire
pour identifier les événements possibles

Notre étude a également permis de mettre en évidence 1’origine de ces OGM.

Sur les 10 échantillons (fruit, Iégumes et céréales) ayant été collectés dans les communes II, IV
et V testeés positif aux différents marqueurs d’identification (P35S et TNOS) aucun ne portait
I’étiquéte OGM. Cela est une non — conformité au protocole de Cartagena et a la loi malienne
qui exige un contr6le et étiquetage de tous organismes génétiqguement modifiés.

Cette étude a été menée qu’au niveau de trois communes (I, IV, V) du district de Bamako et
n’a concerné que les céréales, fruits et Iégumes frais parmi tant d’autres aliments importés. Ces
données sont insuffisantes pour avoir une approche réelle sur le taux d’incorporation des OGM
dans notre alimentation et de déterminer 1’origine des fruits et légumes importé dans le district
de Bamako et a travers I’ensemble des régions du pays.

C’est la premiére étude connue visant a tester la présence de séquences génétiquement
modifiées dans des échantillons de fruits et Iégumes frais sur le marché au Mali. Elle a pu
souligner la présence de séquences génétiquement modifiées dans les échantillons de fruits et
legumes, une analyse plus approfondie est nécessaire pour mieux connaitre le taux

d’incorporation des OGM dans notre alimentation.
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7 Conclusion et Recommandations

7.1 Conclusion

Malgré I’existence de la loi relative a la sécurité en biotechnologie en République du Mali nous
avons mis en évidence la présence d’organismes genétiquement modifiés. Sur les 10
échantillons (fruit, Iégumes et céréales) ayant éte collectés dans les communes II, 1V et V testés
positif aux différents marqueurs d’identification (P35S et TNOS) aucun ne portait 1’étiquéte
OGM. Cela est une non — conformité au protocole de Cartagena et a la loi malienne qui exige
un contréle et étiquetage de tous organismes génétiqguement modifiés.

Parmi ces OGM, nous avons identifiés des fruits (6), légumes (3) et céréales (1). Ces OGM
étaient importés de pays voisins (Cote d’Ivoire), d’autres pays africains (Maroc, Afrique du

sud) et des pays d’autres continents (Inde). La moitié des OGM identifiés provenait du Maroc.
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7.2 Recommandations

A la lumiére de ces résultats, nous recommandons :

Aux autorites

v Un renforcement de capacités sur les techniques de détection des OGM (génes d’intérét,
quantification de la teneur en OGM des produits dérives) par les structures spécialisées du
laboratoire national de biosécurité.

v Un suivi rigoureux des entrées des céréales, fruits et [égumes sur le territoire malien

v Mettre en vigueur les régles et lois de contrles des OGM (Protocoles de Cartagena et de
Kuala Lumpur) concernant la protection de la biodiversité au Mali

v’ Etendre une surveillance a I’échelle nationale

v Promouvoir I’étiquetage des produits

Aux consommateurs

Privilégier les productions locales
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ANNEXE
Fruits Commune | Provenance PCR PCR P35 PCR PCR
de collecte Plant TNOS PFMV
Tomate 5 Maroc + - - -
Prune 5 Afrique du + - - -
sud
Raisin 5 Afrique du + - - -
sud
Petite tomate 5 Maroc + - - -
Orange 5 Afrique du + - - R
sud
Kiwi 5 Maroc + - - -
Poire 5 Afrique du + - - -
sud
Pomme rouge 5 Afrique du + - - -
sud
Pomme verte 5 Afrique du + - - -
sud
Petite tomate 5 Maroc + + + -
melon 5 Afrique du + + - -
sud
pamplemousse 5 Afrique du + - - -
sud
papaye 2 Ghana + - - -
pamplemousse 2 Maroc + - - -
Poire 2 Afrique du + - - -
sud
Pomme verte 5 Maroc - - - -
(Sylla)
Pomme rouge 5 Maroc - - - -
(Sylla)
orange 2 Maroc + + - -
banane 5 Cote + + - -
d’ivoire
melon 5 Ghana + - - -
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pamplemousse 2 Maroc + - - -
grenadine 2 France + - - B
Raisin 2 Afrique du + - - -
sud
Kiwi 2 Afrique du + - - -
sud
melon 2 Afrique du + - - -
sud
melon 4 Sénegal + - - -
Tomate 4 Inconnue + - - -
Tomate 2 Maroc + + - -
nectarine 2 Afrique du + - - -
sud
pomme rouge 2 Afrique du + - - -
sud
Fruits Commune | Provenance PCR PCR P35 PCR PCR
de collecte Plant TNOS PFMV
Poire 2 Afrique du + - - -
sud
Pomme verte 2 Afrique du + - - -
sud
nectarine 2 France + - - -
clémentine 2 Maroc + - - -
citron 2 France + - - -
orange 2 Maroc + - - -
Légumes Commune | Provenance PCR PCR P35 | PCRTNOS | PCR PFMV
de collecte PLANT
Carotte 5 Maroc + - - -
Betterave 5 Maroc + - - -
Betterave 5 Maroc + - - -
Choux 5 Maroc + - - -
violet
Petit pois 5 Maroc + - - -
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Salade chou Maroc + -
pomme
Poivron Maroc + +
Piment Maroc + -
Grande Maroc + -
courgette
Petite Maroc + -
courgette
Salade Maroc + -
violacée
Brocoli Maroc + -
Concombre Chine + -
Poivron Maroc + -
rouge
Betterave Afrique du + -
sud
Chou violet Inconnue + +
Carotte Afrique du + -
sud
Piment Inde + +
hindou
Carotte Maroc + -
Poivron Inconnue + -
jaune
Chou-fleur Inconnue + -
Poivron Maroc + -
rouge
Carotte Maroc + -
Poivron Maroc + -
rouge
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Céréales Commune | Provenance | PCR PCR PCR PCR
de collecte PLANT | P35 | TNOS | PFMV
Riz Thai 5 France + - - -
Riz le 5 Cambodge + - - -
Kamalis
Riz Thai 5 France + - - -
Lustucru
Riz Basmati 5 France + + - -
Riz 3riz 5 France + - - -
Riz complet 5 France + - - _
Riz 5 Mali + - - -
Gambianga
Riz big joe 5 Inde + - - _
gold
Riz 5 Amérique + - - -
Gambianga
Riz Supréme 5 Inconnue + - - -
(BB)
Riz Royal 5 Thailande + - - -
Riz Bella 5 Pakistan + - - -
Luna
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Tableau : échantillons positifs pour les marqueurs P35 et TNOS

Echantillons | Commune | Provenance | PCR P35
Petite tomate 5 Maroc +
Melon 5 Afrique du +
sud
Banane 5 Cote +
d’ivoire
Poivron 5 Maroc +
Riz basmati 5 France +
Orange 2 Maroc +
Tomate 2 Maroc +
Chou violet 2 inconnue +
Piment 2 Inde +
hindou

Tableau : échantillon positif avec le marqueur TNOS

Echantillon | Commune | Provenance PCR
TNOS
Petite 5 Maroc +
tomate
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Tableau : échantillons de fruits de la commune 5

Fruits Commune | Provenance PCR PCR P35 PCR PCR
PLANT TNOS PFMV
Tomate 5 Maroc + - - -
Prune 5 Afrique du + - - -
sud
Raisin 5 Afrique du + - - -
sud
Petite tomate 5 Maroc + - - -
Orange 5 Afrique du + - - -
sud
Kiwi 5 Maroc + - - -
Poire 5 Afrique du + - - -
sud
Pomme rouge 5 Afrique du + - - -
sud
Pomme verte 5 Afrique du + - - -
sud
Petite tomate 5 Maroc + + + -
Melon 5 Afrique du + + - -
sud
pamplemousse 5 Afrique du + - - -
sud
Pomme verte 5 Maroc - - - -
(Sylla)
Pomme rouge 5 Maroc - - - -
(Sylla)
Melon 5 Ghana + - - -
TABLEAU : échantillons de fruits de la commune 4
Fruits Commune | provenance PCR PCR P35 PCR PCR
PLANT TNOS PFMV
Melon 4 Sénégal + - - -
Tomate 4 Inconnue + - - -
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Tableau : fruits de la commune 2

Fruits Commune | Provenance PCR PCR P35 PCR PCR
PLANT TNOS PFMV
Papaye 2 Ghana + - ; -
pamplemousse 2 Maroc + - - -
Poire 2 Afrique du + - - -
sud
Orange 2 Maroc + + - -
pamplemousse 2 Maroc + - - -
grenadine 2 France + - - -
Raisin 2 Afrique du + - - -
sud
Kiwi 2 Afrique du + - - -
sud
Melon 2 Afrique du + - - -
sud
Tomate 2 Maroc + + - -
Nectarine 2 Afrique du + - - -
sud
pomme rouge 2 Afrique du + - - -
sud
Orange 2 Maroc + - - -
Poire 2 Afrique du + - - -
sud
Pomme verte 2 Afrique du + - - -
sud
Nectarine 2 France + - - -
clémentine 2 Maroc + - - -
Citron 2 France + - - -
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Tableau : échantillons de Iégumes de la commune 5

Légumes Commune | Provenance | PCR PCR P35 PCR PCR
PLANT TNOS PFMV
Carotte 5 Maroc + - - -
Betterave 5 Maroc + - - -
Betterave 5 Maroc + - - -
Choux 5 Maroc + - - -
violet
Petit pois 5 Maroc + - - -
Salade chou 5 Maroc + - - -
pomme
Poivron 5 Maroc + + - -
Piment 5 Maroc + - - -
Grande 5 Maroc + - - -
courgette
Petite 5 Maroc + - - -
courgette
Salade 5 Maroc + - - -
violacée
Brocoli 5 Maroc + - - -
Poivron 5 Inconnue + - - -
jaune
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Tableau : échantillons de Iégumes de la commune 2

Légumes Commune | Provenance | PCR PCR P35 PCR TNOS | PCR PFMV
PLANT
Concombre 2 Chine + - - -
Poivron 2 Maroc + - - -
rouge
Betterave 2 Afrique du + - - -
sud
Chou violet 2 Inconnue + + - -
Carotte 2 Afrique du + - - -
sud
Piment 2 Inde + + - -
hindou
Chou-fleur 2 Inconnue + - - -
Poivron 2 Maroc + - - -
rouge
Carotte 2 Maroc + - - -
Tableau : échantillons de légumes de la commune 4
Légumes Commune | Provenance | PCR PCR P35 PCR PCR
PLANT TNOS PFMV
Carotte 4 Maroc + - - -
Poivron 4 Maroc + - - -
rouge
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Résume :

Au mali nous avons la présence de diverses variétés de céréales, de fruits et de Iégumes

provenant d’un peu partout dans le monde. C’est ainsi que nous avons entrepris une étude

pour la cartographie des denrées génétiqguement modifiées dans le district de Bamako au Mali.

La taille de I’echantillon est fixée a 72 échantillons de céréales, de fruits et 1égumes. Il s’agit
d’une étude prospective sur la période de Mars 2021 a Aout 2023 dans les communes II, IV,
V du district de Bamako. Nous avons recueilli des données au moyen d’une fiche d’enquéte
que nous avons adress¢ aux vendeurs. Il s’agit de faire 1’état des lieux de la circulation des

OGM a Bamako. L’analyse des résultats permet de mesurer I’'importance de ces critéres.

Les échantillons positifs collectés provenaient des communes Il et V avec un pourcentage
respectivement de 40% et 60%. 60% des OGM provenaient du Maroc contre 10% pour

I’ Afrique du sud et la Cote d’Ivoire.
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