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Résumé:

L’authentification et la tragabilité des matiéres premieres sont aujourd’hui d’importance majeure
pour les industriels de la cosmétique et de lindustrie des parfums ainsi que pour les
consommateurs. Les technologies de DNA barcoding, utilisant les signatures génétiques des
plantes, ont récemment révolutionné I'analytique dans ces domaines .

Notre expertise en lien avec ces méthodes, appliguée aux lavandes, a permis de démontrer la
puissance et la précision des analyses ADN, a la fois sur plantes et produits a base de plantes
comme par exemple une concrete de lavandes.

Mots-clés : Identification ADN, Tracabilité, DNA metabarcoding, séquencgage nouvelle génération,
lavande

Abstract :

Raw material authentication and traceability has become very important nowadays for cosmetics
and fragrance industry and for consumers. DNA barcoding technologies, using plant genetic
signatures, have lately profoundly change analytics in these fields.

Our expertise, linked to these methods, applied to lavender, allowed us to demonstrate the power
and accuracy of DNA analysis, both on plants and on products made from plants as for example a
lavender concrete.

Key-words: DNA Identification, Traceability, DNA metabarcoding, next generation sequencing,
lavender

1. Introduction

L'identification botanique précise des matieres premiéres végétales est indispensable pour les
acteurs des domaines de la cosmétique, de l'industrie des parfums, des compléments alimentaires
et de la santé. Le colt élevé de ces matériaux naturels pourrait conduire a des adultérations.
Lorsque la chimie ne peut répondre complétement a ces problématiques d'identification, la
génétique peut relayer et amener de l'information complémentaire. En effet, chaque plante a une
signature génétique unique!

La technologie de DNA Barcoding consiste a utiliser un fragment standard du génome comme
marqueur génétique pour lidentification et la discrimination des espéces végétales. Le DNA
Metabarcoding est une innovation récente permettant notamment de travailler avec des substrats
complexes contenant des petits fragments d’ADN dégradés et en faible concentration.

Ces méthodes ont montré leur efficacité en écologie [1], en environnement [2] en alimentation [3]
et en paléontologie [4]. Il est intéressant de noter qu'elles ont également été appliquées avec
succes sur les produits de la ruche dont les miels [5] et la propolis.
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Nous avons utilisé le DNA metabarcoding avec succes dans le cas d’'un probleme d’importance
majeure dans l'industrie : I'authentification et la tracabilité d’espéces et de cultivars® de lavandes
dans des extraits et produits qui en contiennent. Nous avons pu apporter une identification allant
jusqu’a I'espéce, voire la sous-espéce.

Le genre Lavandula est composé de 39 especes acceptées [6]. Parmi celles-ci, Lavandula
angustifolia Mill (la vraie lavande fine), Lavandula latifolia Medik et le lavandin hybride (Lavandula
x intermedia Emeric ex Loisel.) sont trés utilisés pour la production dhuile essentielle. Les
lavandins, plus cultivés sont moins onéreux que les lavandes fines, d'ou le risque de
contaminations voire d’adultération.

2. Les technologies DNA barcoding et metabarcoding

Le DNA barcoding utilise des petites portions de 'ADN (marqueurs génétiques) pour fournir
'empreinte génétique de la plante. L’ADN présent dans une matiére premiere végeétale est extrait,
puis les marqueurs génétiques sont amplifiés par PCR (Polymerase Chaine Reaction). Enfin ces
marqueurs sont séquencés par la méthode de Sanger [7] ou par la méthode de séquencage a haut
débit dite "séquencage de nouvelle génération” (NGS), le choix se faisant notamment en fonction
de la taille de la région d'intérét. La séquence obtenue est comparée a la base de données
publique (Genbank® [8]). Les marqueurs dits « longs » font en général plusieurs centaines de
paires de bases (> 400). Cette approche n’est pas applicable pour I'analyse des extraits et produits
dans lesquels les fragments d’ADN retrouvés sont d’une centaine de paires de bases ou moins.
De plus, avec le DNA barcoding seule la séguence majoritaire sera séquencée et analysée.

Le DNA metabarcoding utilise le barcoding couplé a la technologie de séquencage nouvelle
génération (NGS). Le NGS permet de surmonter les problemes du barcoding ; il donne acces a
toutes les séquences présentes dans un produit d'ou la possibilité de faire des analyses en
aveugle. Cependant, les séquences amplifiées (marqueurs « courts ») étant plus courtes, elles
sont a priori moins informatives

Réception de Extraction ADN Amplification
I'échantillon du/des
marqueur(s)
moléculaire(s)
o Réactifs
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r s |
Identification - DN ﬁ,GENSEE
botanique b 4
W 2z — -
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Analyse bicinformatique Séquencgage Détection de I'amplification

) Figure 1 : Protocole du barcoding et du metabarcodi ng utilisé chez DNA Gensee.
Etapes identiques pour les deux techniques, a I'ex ception de la méthode de séquencage,
Sanger et NGS respectivement.

! Le terme cultivar est synonyme de « variété cultivée »
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L'ADN des produits issus de procédés de transformation est trés dégradeé : les fragments d’ADN
sont ainsi plus courts. Le DNA barcoding n'est pas donc pas utilisable sur la majorité des produits
cosmétiques et de la parfumerie par exemple, a I'inverse du DNA metabacoding.

Les étapes du protocole, identiques pour le barcoding et le metabarcoding a I'exception de la
technique de séquencage utilisée, sont schématisées dans la Figure 1.

Elles consistent en une extraction de 'ADN contenu dans chaque plante ou produit, puis une
amplification des marqueurs moléculaires (« courts » ou « longs »). La présence d’ADN aprés
'amplification est confirmée par électrophorése. Chaque échantillon est ensuite séquenceé et les
séquences obtenues sont comparées a la base de données Genbank® [8] et assignées a une
espece

Dans un premier temps, nous avons validé l'utilisation du marqueur « court » DNA Gensee, dont la
séquence est tenue confidentielle, par la technique du metabarcoding.

En effet, le marqueur doit étre suffisamment discriminant et permettre une assignation jusqu’a
I'espéce pour avoir un intérét. Cette validation a été réalisée sur un échantillonnage de 15 souches
de lavande de référence. Nous avons comparé les résultats obtenus par metabarcoding (un
marqueur « court ») avec les résultats obtenus sur les mémes échantillons par barcoding
(plusieurs marqueurs « longs ») en construisant des arbres phylogénétiques.

L’objectif d'un arbre phylogénétique est de classer les espéces selon la présence ou I'absence de
plusieurs caractéristiques. Dans ce cas, chaque nucléotide constitutif de 'ADN est considéré
comme une caractéristique. En pratique, un logiciel informatique aligne les ségquences obtenues et
les compare entre elles. Pour commencer, toutes les séquences strictement identiques sont
placées sur une branche de l'arbre. Ensuite, le logiciel identifie la séquence qui a le plus de
nucléotides en commun avec la séquence précédente. Cette séquence est placée sur une
nouvelle branche a coté de la précédente, et ainsi de suite jusqu'a ce que toutes les séquences
soient placées. Un arbre phylogénétique permet ainsi de visualiser la divergence ou la similitude
génétique entre espéces proches.

Dans un second temps, nous avons confirmé I'utilisation du DNA metabarcoding sur un produit a
base de plantes ayant subi de fortes transformations

3. La phylogénie des lavandes : évaluation des tech  nologies

Chaque espéce peut étre différenciée des autres sur des criteres génétiques : comme nous
l'avons déja dit, chaque plante a une signature génétique unique.

La premiére partie de notre étude a consisté a analyser la diversité génétique entre des « vraies »
lavandes et des lavandins ainsi que la spécificité du marqueur « court» DNA Gensee. Les
séquences génétiques de chaque plante sont alignées pour créer un arbre phylogénétique. La
construction d'un tel arbre est décrite ci-dessus dans la partie 2, la classification des espéces en
section et en sous-genre est extraite du livre « The genus Lavandula » d’'Upson et Andrews [6].

La Figure 2.A. correspond a I'arbre consensus construit avec des marqueurs « longs » provenant
de la littérature [9]. La Figure 2.B. quant a elle, est construire avec le marqueur « court » DNA
Gensee.

Il est possible de voir sur ces deux arbres que les especes de lavande peuvent étre différenciées
car elles sont représentées sur différentes branches. En revanche, les séquences génétiques des
cultivars (cv.) ne sont globalement pas suffisamment différentes et se retrouvent donc sur la méme
branche (‘rose’, 'blanche’, 'Munstead', 'Super’, 'Grosso’, ‘Sumian’, Alpes)

Les phylogénies obtenues sont comparables aux derniéres données publiées utilisant d'autres
marqueurs [10]. Ceci montre que le DNA barcoding est utilisable sur les lavandes et lavandins et
gue notre marqueur « court » est approprié et suffisamment discriminant et informatif pour cette
étude. La robustesse de la technologie (NGS) et de notre m  arqueur permet donc de fournir
des éléments pertinents d’'assignation a partir d'une ma tiere premiére végétale ; elle est ici
aussi résolutive que le DNA barcoding
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Figure 2: Arbres phylogénétiques consensus pour les 15 souches de lavande et lavandins,
construits a partir: A. des marqueurs longs et de | a technologie barcoding
B. du marqueur génétique court et de la technologie metabarcoding.

4. Analyse d’'une concrete de lavande

Dans la deuxieme partie de notre étude, nous avons appliqué le DNA metabacoding a I'analyse
d’'une concréte de lavande pour démontrer I'efficacité de la technique sur un produit transforme.

La concréte de lavande est la pate obtenue aprés une premiére extraction de lavande fraiche par
un solvant volatil et élimination de ce solvant. Ce procédé de transformation étant destructif pour
'ADN, ce dernier est dégradé et présent en faible quantité. La concréte sur laquelle nous avons
travaillé, provient d’'un partenariat avec le département de pharmacochimie moléculaire (DPM) de
Grenoble sous la responsabilité du Pr Boumendjel.

Le résultat d’'une analyse NGS consiste a la fois en une liste de séquences présentes dans le
produit et le nombre relatif de répétitions de chaque séquence.

En calculant le pourcentage de chaque séquence génétique par rapport a la totalité des
séquences (100 % des séquences trouvées dans le produit), nous pouvons construire un
diagramme d’abondance (Figure 3).

L'assignation se fait par comparaison de ces séquences avec la base de données publique
Genbank® [8]. Dans le cas de la concrete, comme le montre la Figure 3, les séquences sont
assignées a :

- Lavandula angustifolia (99,55%) qui est 'espéce majoritaire,
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- et a 3 plantes contaminantes (<0,2%) : du genre Populus, de la famille des Fagaceae et
celle des Betulaceae. Ces séquences d'ADN pourraient provenir de contamination par des tissus
végétaux qui sont arrivés au cours du processus de transformation, lors des transferts ou lors des
prélevements des échantillons.

Ce résultat garantit uniguement la présence de lavande fine et non de lavandins dans notre
échantillon de concrete de lavande

CONCRETE DE LAVANDULA ANGUSTIFOLIA

Populus;
0,20% i

Lavandula
angustifolia;
99,55%

Figure 3 : Diagramme d’abondance obtenu aprés analy  se de séquencage nouvelle génération (DNA
Metabarcoding) d’'un échantillon de concréte de Lava  nde

5. Conclusion

L’analyse phylogénétique des plantes du genre Lavandula démontre que le DNA barcoding ainsi
gue le metabarcoding sont capables de discriminer, en aveugle, les lavandes fines des lavandins.
Le marqueur «court» DNA Gensee est particuliereme nt pertinent pour l'analyse des
lavandes.

L'utilisation de marqueurs génétiques « courts » montre l'efficacité et la puissance de cette
technologie pour identifier 'espéce de la plante d'intérét et la tracer dans la composition d'un
produit. Cette approche innovante est pertinente pour l'authentification des matiéres premiéres
végétales et leur tracabilité dans les ingrédients et les produits finis.

Principalement utilisée dans les domaines de la cosmétique et de la parfumerie, notre approche
peut s'appliquer & beaucoup d’autres domaines, comme ceux des compléments alimentaires, de la
santé, de I'agro-alimentaire et notamment le domaine viti-vinicole et bien d’autres encore.

Ces analyses de tracabilité sont un gage de sécurit é et de qualité pour nos partenaires
industriels.

DNA Gensee a développé un savoir-faire trés spécifique dans I'extraction d’ADN et dans les
analyses sur extraits végétaux, ingrédients et produits finis. Nous avons de plus, accés a des
plantes de référence pour valider nos outils génétiques. Nos études sont sur-mesure pour tout type
de produit transformé. Enfin, DNA Gensee développe chaque jour sa propre base de données a
partir de cette technologie qui enrichit considérablement le monde de I'analytique
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