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Résumé

Le but du présent travail était d’évaluer les effets toxiques et génotoxiques de
I’herbicide « Roundup TURBO » par ’exploitation du test d’A/lium cepa. En raison des
circonstances actuelles (la pandémie du virus corona « Covid-19 »), nous n’avons pas pu
achever le travail. Nous avons décrit la démarche expérimentale suivie lors de la réalisation de
notre étude, puis nous avons présenté et discuté les données et les résultats de quelques
recherches précédentes réalisées et publiées par différents chercheurs.

Selon ces études, Roundup a montré un effet cytotoxique et génotoxique remarquable au
niveau des cellules méristématiques racinaires chez les plantes utilisées comme systéme de
test in vivo. On conclut que I'utilisation non controlé de cet herbicide présente un risque
potentiel non seulement sur les plantes traitées mais aussi sur une variété d’organismes y

compris 1’étre humain.

Mots clés : Roundup, génotoxicité, Allium cepa test



Abstract

The aim of this work was to evaluate the toxic and genotoxic effects of the herbicide
"Roundup TURBO" using the Allium cepa test. Due to the current circumstances (the corona
virus Covid-19 pandemic), we were unable to complete this work. We described the
experimental approach followed during the realization of our study, then we presented and
discussed the data and the results of some previous researches carried out and published by
different researchers.

According to these studies, Roundup showed a remarkable cytotoxic and genotoxic effect
at the root of meristematic cells in the plants used as an in vivo test system. It is concluded
that the uncontrolled use of this herbicide presents a potential risk not only for treated plants

but also to a variety of organisms including humans.

Key words: Roundup, genotoxicity, Allium cepa test
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INTRODUCTION

Pendant des siecles, la lutte contre les organismes responsables de dégats sur les cultures
¢tait réalisée a 1’aide de compositions trés diverses, a base de cendres de bois, de sciure, d’eau
de chaux ou de décoctions de plantes...etc. De nos jours, ces anciennes méthodes
d’élimination des nuisibles ont été abandonnées au profit des produits phytosanitaires

(Dominique Munaron,2004).

Les produits phytosanitaires sont des substances chimiques qui contribuent de facon
nécessaire et souvent indispensable a la protection, a la régularité et a la qualité de la
production agricoles (Moussaoui, 2010).

En Algérie, I’usage des insecticides, de fertilisants, des engrais, des detergents et d’autres
produits phytosanitaires se répand de plus en plus avec le développement de I’agriculture,
mais aussi dans le cadre des actions de lutte contre les vecteurs nuisibles Ces divers types de
traitements par les pesticides se font généralement pour parer a 1’urgence, mais sans souci
aucun des conséquences environnementales directes et des conséquences sanitaires sur le long
terme liées aux infiltrations de ces substances non dégradables dans les sols, dans les sources
et les nappes, puis vers les écosystemes: les végétaux, les animaux et nécessairement
I’homme (Bouziani, 2007).

Les herbicides ont été introduits dans l'agriculture (et I'horticulture) principalement pour
lutter contre les mauvaises herbes qui rivalisent avec les cultures pour les nutriments et la
lumiere du soleil, ce qui entraine une baisse du rendement et de la qualité des cultures
(Derpsch, 1998).

Le glyphosate est un moyen efficace de lutte contre toutes les mauvaises herbes, méme les
plus vivaces. L’utilisation de désherbants a base de glyphosate s’est généralisée dans le
monde du fait des multiples avantages présentés par cette substance active pour lutter contre
les adventices présents dans une large gamme de rotations de cultures. Mais cette utilisation
n’est pas sans conséquences sur la santé des agriculteurs et des consommateurs ainsi que sur
I’environnement. Les conséquences environnementales concernent notamment le sol, 1’eau,
les produits agricoles destinés a la consommation qui peuvent aussi étre contaminés par le

glyphosate (brahimi et nadjeh,2017).




La plupart des pesticides sont faits a partir d’'un amalgame de substances chimiques, dont
beaucoup sont toxiques, méme seules. Connaitre le type de formulation peut également étre

important pour déterminer la toxicité d’un produit.

Roundup est un pesticide fréquemment utilisé en Algérie, a fait I’objet de la présente
étude. Le but était d’étudier la toxicité et la génotoxicité du Roundup en utilisant Allium cepa

comme modéle expérimental.

Malheureusement, cette étude n’a pas été achevée a cause des conditions imposées par la
pandémie du Corona virus. Nous avons juste préparé les échantillons du pesticide et mis au
point le test d’Allium cepa dans un essai primaire avant de lancer 1’essai principal. Pour les
raisons suscitées, nous allons présenter en résume et discuter des résultats de certaines études
similaires portant sur la toxicité et la génotoxicité du Roundup et/ou son principe actif : le

glyphosate

Ce mémoire s’organise en deux partie, une synthese bibliographique décrivant le cadre
scientifique dans lequel s’inscrit ce travail, en commencant par une présentation des

pesticides, puis la toxicité en générale et les tests de génotoxicité utilisés.

La deuxiéme partie décrit le travail expérimental qui a été envisagé en premier pour la
réalisation de notre étude, et présente la discussion des résultats de quelques études antérieurs

publiées portant sur 1’évaluation de ’effet génotoxique de Roundup ou du glyphosate.
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Partie bibliographique Les pesticides

Les pesticides sont devenus omniprésents dans notre societé moderne. Leur
développement a contribué a améliorer la qualité de vie, mais il a aussi fait naitre de nouveaux

dangers.

Dans notre pays, 1’'usage des insecticides, des fertilisants, des engrais, des détergents et
autres produits phytosanitaires se répand de plus en plus avec le développement de

I’agriculture, mais aussi dans le cadre des actions de lutte contre les vecteurs nuisibles.

La fabrication des pesticides en Algeérie a été assurée par des entités autonomes de gestion
des pesticides : Asmidal (Moubydal). Mais avec 1’économie du marché actuelle, plusieurs
entreprises se sont spécialisées dans 1’importation d’insecticides et divers produits apparentés.
Environ 400 produits phytosanitaires sont homologués en Algérie, dont une quarantaine de
variétés sont largement utilisées par les agriculteurs. L’Algérie utilise 6000 a 10000 T/an de
pesticides, ce qui fait de I’ Algérie un grand consommateur de pesticides (Bouziane, 2007). En
effet, selon les données de 1’Union des Industries de la Protection des Plantes (UIPP, 2009) et
de la FOASTAT (2014), le marché algérien des pesticides représente 6,09 % du marché

africain, qui, a son tour, représente 4,14% du marché mondial. (Belhadi et al., 2015).

1. Définition

Le terme de ‘pesticide’ est utilisé pour désigner les produits chimiques agricoles
utilisés a des fins phytosanitaires. Un pesticide est une substance qui est sensée prévenir,
détruire, repousser ou contrbler tout ravageur animal et toute maladie causée par des
microorganismes ou encore des mauvaises herbes indésirables. Les pesticides peuvent agir sur
les ravageurs et sur les micro-organismes par le contact direct, I’ingestion ou par d’autres

sortes d’exposition effective pendant les phases de croissance.

Certains pesticides sont utilisés pour tuer des insectes qui nuisent aux humains, par ex. des
moustiques, ou sont administrés aux animaux pour lutter contre les parasites externes (les
ectoparasiticides), par ex. les tiques. Exclusion est également faite des produits chimiques
agricoles qui agissent sur les processus de vie des plantes tels que les régulateurs de
croissance, les defoliants, les déssiccants, les agents qui réduisent la mise a fruits, les

inhibiteurs de pousses ou les préservateurs de bois (Boland et Florjin, 2004).
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2. Composition et formulation

2.1.Composition

Les pesticides ou « produits phytosanitaires » sont des préparations contenant une ou
plusieurs substances actives (produit chimique toxique) Cependant la composition d’une
formulation pesticide ne se limite pas qu’a (aux) la (les) matiére (s) active (s), elle comprend

également.

= Un solvant qui est un produit chimique utilise pour dissoudre la ou les Matiére (s)
active (s) (MA) pour les rendre liquides, il peut étre lui-méme toxique et a sa propre
classification de risque, par exemple, le toluéne et le xyléne .

» Un surfactant qui est I’abréviation d’agent actif de surface, appelée aussi humecteur,
épandeur et collant dont le rdéle est d’augmenter I’émulsion, la diffusion et les
propriétés humectantes des formulations liquides pour permettre au pesticide de coller
aux parasites ou de s’étendre de manicre plus uniforme sur les feuilles et les surfaces
de la plante.

= Un adjuvant qui est un produit chimique ajouté a un pesticide pour en accroitre
I’efficacité, Il n’est actif qu’en présence des MA des pesticides.

= Un vecteur qui est un solide inerte utilisé pour diluer la MA du pesticide pour en
faciliter I’application.

=  Des coloris et des marqueurs olfactifs qui donnent au pesticide une odeur ou un goat
désagréable pour réduire les risques d’ingestion du produit par accident ; Des
colorants sont également utilisés pour enrober les semences, afin de faire la distinction
entre les semences traitées et non traitées ; Les granules sont parfois colorés afin de les
rendre visibles sur le sol pour pouvoir mieux contréler et corriger les taux

d’application et de propagation. (Bettiche, 2016).
2.2. Formulation
Les pesticides sont formulés (préparés) sous forme liquide, solide ou gazeuse.

2.2.1. Formulation solide

La formulation solide peut étre divisée en deux types : préte a I'emploi et concentrée qui doit

étre mélangée avec de I'eau pour étre appliquée.
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Figure 1: les formulations solides (Martin et al., 2016).

(a) : poussiére, (b) : granulés, (c) : granulés, (d-1) Poudres mouillables avant le mélange, (d-2), Poudres
mouillables aprés le mélange (e-1) : Granulés dispersibles dans I'eau avant le mélange (e-2) : Granulés

dispersibles dans I'eau aprés le mélange.

2.2.2 Formulations liquides

(d-1) (d-2)

Figure 2: les formulation liquide (Martin et al., 2016).

(@-1) : liquide fluide avant le mélange, (a-2): liquide fluide apres le mélange,(b-1) :
microencapsulé avant le mélange,(b-2) : microencapsulé aprés le mélange,(c-1) Concentrés
émulsifiables avant le mélange,(c-2) Concentrés émulsifiables aprés le mélange ,(d-1) solutin

avant le mélange,(d-2) solution aprés le mélange.
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Les quatre formulations liquides courantes sont mélangeées a un support suivent
généralement de I'eau, mais dans certains cas, les étiquettes peuvent autoriser I'utilisation
d'huile végetale, de carburant diesel, de kérosene ou d'un autre mazout léger comme support
(Scott et al., 2007).

3. Classifications des pesticides

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisé€s par une telle variété
de structure chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification est
complexe. D’une maniére générale, ils peuvent étre classés en fonction de la nature de
I’espéce a combattre mais aussi en fonction de la nature chimique de la principale substance
active qui les compose.
3.1.Classification en fonction de leurs cibles d’actions

3.1.1. Lesinsecticides

Sont utilisés pour lutter contre les insectes. lls interviennent en les éliminant ou en
empéchant leur reproduction. Les différents types des insecticides sont les neurotoxiques, les
régulateurs de croissance et ceux qui agissent sur la respiration cellulaire (El fadil , 2016).

3.1.2. Les herbicides

Ils sont utilisés pour lutter contre les adventices des cultures ou « mauvaises herbes ». Ces
derniéres rentrent en compétition avec les plantes sur la lumiere, I’eau, 1’espace et les

ressources nutritives (Arrabet , 2014).

Les herbicides posseédent différents modes d’actions sur les plantes, ils peuvent étre des
perturbateurs de la régulation d’une hormone, « 1’auxine » (principale hormone agissant sur
I’augmentation de la taille des cellules), de la photosynthése ou encore des inhibiteurs de la

division cellulaire, de la synthése des lipides, de cellulose ou des acides aminés.

3.1.3. Lesfongicides

Permettent quant a eux de combattre la prolifération des maladies des plantes provoquées par
des champignons ou encore des bactéries. 1ls peuvent agir différemment sur les plantes soit en
inhibant le systéme respiratoire ou la division cellulaire, soit en perturbant la biosynthése des
acides aminés, des protéines ou le métabolisme des glucides. Le fongicide le plus ancien et le
plus courant est le soufre et ses dérivés (la bouillie bordelaise) ainsi que le cuivre, le triazole

et le benzéne.
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3.2.Classification selon la nature chimique

Parmi les pesticides agricoles, on peut faire la distinction entre les composés inorganiques, les

produits organiques synthétisés et les biopesticides.

3.2.1. Les produits organiques

Qui sont trés nombreux et appartiennent a diverses familles chimiques dont il existe

actuellement plus de 80 familles ou classes chimiques.
Les pesticides organiques les plus courants sont : (Calvet, 2005)

= Lesorganochlorés
» Les organophosphorés ;
= Les carbamates ;
= Lestriazines;
= Les urees substituées
Les structures chimiques caractéristiques de certaines familles sont présentées dans le tableau

ci-dessus :

Tableau 1: quelques structures chimiques caractéristiques de certaines familles des

pesticides

Famille chimique Exemple de pesticides
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3.2.2. Pesticides inorganiques

Qui sont peu nombreux, sont des pesticides trés anciens dont I'emploi est apparu bien
avant le début de la chimie organique de synthese. En général les pesticides inorganiques sont
des élements chimiques qui ne se dégradent pas. Leur utilisation entraine souvent de graves
effets toxicologiques sur I’environnement par accumulation dans les sols tel que : le plomb,

I’arsenic et le mercure qui sont fort toxiques (Boland et Florijn., 2004)

3.2.3. Biopesticides

Les biopesticides sont des substances dérivées de plantes ou d’animaux. Elles peuvent

étre constituées d’organismes tels que les :

= | es moisissures ;

Les bactéries ;

= Lesvirus;

= Les nématodes ;

=  Les composés chimiques derivés de plantes ;

* Les phéromones d’insectes
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4. Le pesticide Roundup

Le Roundup est un herbicide total et non sélectif produit par la compagnie Monsanto et
dont la substance active principale est le glyphosate. Ce dernier est un herbicide dérivé d’un
acide amineé (la glycine) découvert et breveté par les chimistes de Monsanto en 19609.
Roundup est [I'herbicide le plus vendu dans le monde depuis au moins 1980
(Muzaurieta,2008).

5. Définition de glyphosate

Le glyphosate [N- (phosphonométhyl) glycine], couramment vendu dans la
formulation commerciale dénommée Roundup, est un herbicide fréquemment utilisé sur les
terres cultivées et non cultivées du monde depuis son introduction dans les années 1970 (De
Roos et al., 2005).

Le glyphosate est un herbicide systémique a large spectre utilisé pour la suppression
non sélective des mauvaises herbes (Chan et Mahler, 1992), agissant principalement comme
un inhibiteur compétitif de l'acide 5-énolpyruvoylshikimique-3-phosphate synthase, une
enzyme essentielle a la synthése des acides aminés aromatiques chez les plantes (Li et Long,
1987).

Généralement appliqué sur les parties foliaires des mauvaises herbes, le glyphosate
peut pénétrer dans les plantes par quatre voies potentielles : les feuilles ou autres tissus verts,
les racines, le tronc ou les pousses émergeant de la racine ou du tronc. Aprés étre entré dans
les plantes, il est rapidement transféré vers des régions de croissance active au sein de la
plante. (Kanissery et al., 2019).

Il est disponible sous diverses formes chimiques, telles que le sel d'isopropylamine, le
sel d'ammonium, le sel de diammonium, le sel de diméthyl ammonium et le sel de potassium
(Gillezeau et al., 2019), dans des concentrés solubles dans I'eau et des granules solubles dans
I'eau. Les impuretés pertinentes dans les concentrés techniques de glyphosate sont le
formaldéhyde, le N-nitrosoglyphosate et la N-nitroso-N-phosphonométhyl glycine. Des
tensioactifs et des acides sulfurique et phosphorique peuvent étre ajoutés aux formulations de

glyphosate (Wayne, 2016).
6. Les propriétés physico chimiques

Le glyphosate, dérivé de la glycine, dont les caractéristiques physico-chimiques sont

données dans 1’encadré ci-dessous (tableau 2). C’est une molécule qui se distingue par la
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présence de deux groupements acides, 1’un carboxylique, ’autre phosphonique. Ceci lui

confére quatre états de dissociation suivant le pH (Al rajab, 2007).

Le glyphosate est trés soluble dans 1’eau par rapport aux solvants organiques. Il est
amphotere, selon la variation du pH il peut étre porteur d’une charge positive, étre

globalement neutre ou porteur d’une ou plusieurs charges négatives (Labad, 2018).

Tableau 2: Caractéristiques physico chimiques du glyphosate (Labad, 2018).

e Nom chimique : N-(phosphonomethyl) glycine (IUPAC).
e Famille chimique : acide aminé.

e Poids moléculaire : 169,1 g/mol.

e Forme physique : cristaux solides sans couleur.

e Tension de vapeur : 13,1 pPa a 25 °C.

e Point de fusion : 200 °C.

e Densité : 1,74 g/ml.

e Constante de Henry : 4,27 x 10-9 Pa m3 mole-1 a 25°C.
e Solubilité dans I’eau : 10,5g1-1a20°CetpHde2;11,6gl-14a25°C.
e Coefficient de partage octanol/eau : log P : -3,2 a 25°C.
e Stabilité : -dans I’eau : DT de quelques jours a 91 jours.
o -dans le sol : DT50 3-174 jours.

e pKa:pKalO0.8;pKa23;pKa36;pKad1l.

7. Devenir de glyphosate dans ’environnement
7.1 Lesol

Appliqué en pulvérisation foliaire pour lutter contre les mauvaises herbes, le glyphosate peut
se retrouver dans différents bassins de sol et sites non ciblés (Kanissery et al., 2019).

7.1.1 L’adsorption de glyphosate

Le glyphosate perd sa phytotoxicité lorsqu’il rentre en contact avec le sol La perte
d'activité est due a une forte liaison du glyphosate dans les sols (Arraj, 2017), Le mécanisme

d’adsorption pourrait impliquer 1’établissement de liaisons hydrogénes entre le groupement
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phosphonate du glyphosate et des groupements hydroxyles de composés phénoliques
contenus dans les substances humiques (Ndjouhou, 2012)

Glyphosate spraying

Target plant

Nontarget plant

Sorption to soil; R e L e S L et :
competition with

phosphorus pH IE-'OSIO"
AMPA . - Degradation leaching

Figure 3: Le devenir du glyphosate dans le sol (Helander et al., 2012)
7.1.2 La désorption de glyphosate

Le phosphate excédentaire dans les engrais et autres amendements du sol provogue la
désorption du glyphosate. Si le phosphate appliqué dépasse les montants requis par les
plantes, le phosphate s'accumule dans le sol et va donc occuper les sites d’adsorption de la
matrice du sol en raison de sa forte adsorption dans les sols. Cela conduit & une capacité
réduite a retenir le glyphosate. (Gimsing et al., 2004).

7.1.3 Ladégradation de glyphosate

Le glyphosate était facilement dégradé dans le sol semble étre principalement
microbienne (Sprankle et al., 1975), le glyphosate contient une liaison C-P est considérée
comme tres stable et difficile a rompre chimiquement. (Rueppel et al., 1977 ; Sprankle et
al., 1975), beaucoup de bactéries sont capables de casser pour libérer le P inorganique (Bois.,
2010).

Le metabolite principal est I'acide amino-méthyl-phosphonique (AMPA). Plusieurs

métabolites mineurs, ce qui représente moins de 1% de la quantité totale de glyphosate
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appliqué, ont également été identifiés (acide N methylaminomethylphosphonique, la glycine,
I'acide N, N-dimethyl-amino-methyl-phosphonique et I'acide hydroymethylphosphonique
(Rueppel et al., 1977).

7.2 L’eau

En raison de son adsorption dans le sol, Le glyphosate ne se déplace pas facilement de
la plupart des sols vers les eaux souterraines ou de surface. Le glyphosate atteint les eaux de
surface a travers les pluies et le ruissellement, le glyphosate et son métabolite, 1’acide amino-
méthyl-phosphonique(AMPA), sont parmi les pesticides les plus détectés (Laamari., 2017 )

dans les ressources en eau superficielles.

7.3 La végétation

Le glyphosate qui adhére a la surface de la végétation & partir des gouttelettes de
pulvérisation est soit absorbé par la plante, soit emporté par la plante vers le sol par les
précipitations. Le glyphosate absorbé par les plantes est soit exsudé des racines soit lessivé
des résidus végétaux (Dukke., 2019)

Le glyphosate seul a une mauvaise absorption dans les plantes et est donc normalement
vendu sous forme de sel - les plus courants étant les sels d'isopropylamine, de trimésium,
d'ammonium et de sodium, combiné a un surfactant pour faciliter sa pénétration dans les

surfaces des plantes et améliorer son efficacité (Kanissery et al ., 2019).

8. Mode d’action de Glyphosate

Le glyphosate est normalement un herbicide a action lente qui peut prendre plusieurs
jours a plusieurs semaines pour tuer une plante. Il est facilement transféré des sites
d'absorption (normalement le feuillage) aux puits métaboliques, tels que les méristemes, les
feuilles en développement et les organes de stockage. La plupart des plantes ne dégradent pas
métaboliquement le glyphosate (Dekker, 1995)

Le caractere non sélectif de l'activité du glyphosate a particulierement séduit les
chercheurs et sa découverte a été suivie par de multiples études biochimiques visant a élucider
le meécanisme d'action de la substance. C'est ainsi qu'en 1980, la cible du glyphosate fut
identifiée ; il s'agit d'une enzyme, la 5-énolpyruvylshikimate-3-phosphonate synthase
(EPSPS), essentielle a la voie de synthese des acides aminés aromatiques, Cette enzyme est
majoritairement située dans les chloroplastes (Solomon et Thompson., 2003). Cette voie

métabolique n'existe pas chez les insectes, les poissons, les oiseaux et les mammiféres y
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compris I'nomme. Le mode d'action du glyphosate n'est donc pas applicable a ces especes
(Loius, 2013).

En bloquant cette étape de la voie métabolique, I’herbicide induit une accumulation
d’acide shikimique, Il en résulte, une diminution du taux de synthése protéique et de la
formation de certains composés phénoliques. La cessation de la croissance aboutit a la mort
de la plante. (Naili, 2014)
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Figure 4: Mécanisme d'action du glyphosate : inhibition de la 5énolpyruvylshikimate-

3phosphate synthétas (Priestman et al., 2005)

La 5-énolpyruvylshikimate-3-phosphonate synthase (EPSPS) catalyse le transfert de la
fraction énolpyruvyle de pyruvate de phosphoénol (PEP) au 5-hydroxyle du shikimate-3-
phosphate (S3P), Le glyphosate est un inhibiteur compétitif avec le PEP et se lie a coté de
S3P dans le site actif d’EPSPS (Pastoureau.,2007) et I'empéche de faire sa fonction.




Chapitre 2 : La genotoxicite.
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1. Définitions

La génétique est 1’é¢tude de la structure moléculaire et de la fonction du matériel
génétique, alors que 1’étude méme de la toxicité spécifique des agents sur le matériel
génétique est appelée la génotoxicologie.

La génotoxicité est la capacite des produits toxiques (physiques, chimiques ou
biologiques) a produire des changements dans le matériel génétique des organismes exposés.
La toxicologie génétique ou génotoxicité est I'étude de la toxicité de substances sur l'acide
désoxyribonucléique (ADN), causant directement des lésions ou mutations dans laquelle le
compose d'origine ou son métabolite interagit avec le matériel génétique, ou indirectement
suite a une activation métabolique par les enzymes du foie ( Pham, 2011).

Les agents génotoxiques ont le potentiel de provoquer un changement héréditaire de la
structure ou la séquence du matériel génétique au niveau de I'acide nucléique, du gene ou du
chromosome (Perera, 1984). Ils possédent un effet clastogene ( causer des fragments, des
cassures) lorsqu’ils causent des anomalies de structure, résultats des cassures des
chromosomes, et un effet aneugéne (nombre de chromosomes erroné) lorsqu’ils causent des
anomalies dans la répartition du nombre des chromosomes pendant la division cellulaire
(Pham, 2011).

2. Les mutations

Une mutation est une modification héréditaire qui apparait dans les séquences de
nucléotide d’un chromosome (Dajoz, 2012). La mutagenése peut résulter des altérations du
matériel génétique et notamment pour ce qui concerne les 1ésions de I’ADN, de la défaillance,
héréditaire surtout, acquise parfois, des systémes cellulaires constitutifs de réparation qui
peuvent alors étre inefficaces ou réaliser une réparation fautive ce qui laisse en place une
mutation germinale, génique ou chromosomique (Botta, 2013).

On distingue différents types de mutations :

2.1 Mutation germinale

Les mutations germinales, c'est-a-dire celles survenant dans un gamete, s'agit d'une
modification de structure irréversible et qui peut étre transmissible d'une génération a l'autre.
Elles peuvent étre perpétuées tant par la multiplication végétative que sexuée et correspond a

I’apparition d’individus nouveaux ou mutants (Feingold, 1986).
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2.2. Mutations géniques
C’est une altération de la séquence nucléotidique del’ADN qui sert soit a I’arrét de la
synthése d’une protéine, ou la modifier produisant ainsi une protéine inactive. La substitution
est la mutation génique la plus fréquente, qui consiste a remplacer un nucléotide par un autre
(Krahn et al., 2010). L’addition d’une base unique (insertion) ou la perte d’une base

(délétion) unique font aussi partie de ce type de mutations illustrées dans la (figure 5)

raAs anbstiotion
Trrrrn .
rTE s . TTAS déletion
A

* mserfion

Figure 5: Les différents types des mutations géniques (Hanna, 2015).

2.3. Mutation chromosomique

Les agents toxiques clastogénes engendrant une ou plusieurs mutations sur plusieurs
dizaines de kilo bases se traduisant par des cassures chromosomiques suivies ou non de
réarrangements (Botta, 2013). Les mutations chromosomiques correspondent a la perte
(délétion), a 1’addition (insertion) de fragments chromosomiques ou a I’inversion et la

translocation réciproque illustrée dans la figure 6.
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Figure 6: Les différents types de la mutation chromosomique (Meyer, 2020)

Le lien entre mutagenése et cancérogenese
La relation entre génotoxicité, mutagenése et cancérogenese peut étre simplifiée de la

maniére suivante :

- Les agents environnementaux exogenes initiant des dommages directs ou indirects vis-

a-vis du génome sont la clé de la génotoxicité (Hoeijmakers, 2001).
- Laprincipale cible moléculaire des cancérogénes est I’ ADN.

- L’activation des proto-oncogénes en oncogenes est lié a leur mutation.

- L’inactivation des genes suppresseurs de tumeur est liée également a leur mutation

(Plumejeaud, 2002).

- L’accumulation d’altérations génétiques modifiant 1’activité de genes bien spécifiques

impliqués dans le contréle de la prolifération, la différenciation, la sénescence

cellulaire, la réparation de I’ADN, la surveillance du génome et I’apoptose est la clé de

la cancérogenese (Hoeijmakers, 2001)

La batterie des tests de toxicité génétique actuelle est basée sur cette relation entre

mutagenése et cancérogenese. Par consequent, les tests de mutagénicité continuent d'étre

utilisés comme dépistage potentiel des cancérogénes, et les résultats sont utilisés a des fins

réglementaires dans le monde entier, par exemple, le test de mutagénicité de Salmonella, bien
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qu'utile, n'est pas fiable. Jusqu'a ce que ce test, ou un autre test, démontre une corrélation
quantitative et qualitative entre le pouvoir mutagene et le pouvoir cancérigéne (Andrews et
al., 1978).
4. Les tests de la génotoxicite

Divers tests et stratégies de génotoxicité ont été développés pour évaluer le risque de survenue
des trois types de dommages génétiques responsables de pathologies humaines : les mutations
géniques (modifications d’une ou de quelques paires de bases dans un seul geéne), les
mutations chromosomiques de structure (translocations et inversions consécutives a des
cassures double-brins directes ou indirectes) et les mutations aneugénes (qui induisent une
perte de chromosomes entiers) ( Dearfield et al., 2002).

Les objectifs des différents tests de génotoxicité sont d’une part d’identifier des agents
génotoxiques, mais également de déterminer leurs modes d’action moléculaires et cellulaires
(bioactivation, nature des interactions avec I’ADN, modifications de bases, cassures de brins,
pontages, intercalations, substitutions, addition ou délétion de paires de bases, cassures
chromatidiennes ou chromosomiques, pertes de chromosomes entiers...) (Dearfield et al.,
2005).

La nature des effets détectés par les principaux tests de génotoxicité est montrée dans

le tableau ci-dessous :

Tableau 3: Nature des effets détectés par les principaux tests de génotoxicité (Fardel et al.,
2009)

Exposition a des agent Effet Effet
Le type de test ) . ) . .
génotoxique génotoxique mutagéne
Test d’Ames (urines) + - -
Test des cometes (leucocytes
+ + -
Sanguins, cellules buccales...)
Test d’échange des chromatides + -
+
Sceur (lymphocytes sanguins)
Aberration chromosomique
+
(Lymphocytes sanguins) + +
Test des micronoyaux
+ + +

(Lymphocytes sanguins)
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Le test de Ames :

Le test d’Ames consiste a examiner si une substance chimique ou un agent physique
est capable d'induire des mutations spécifiques chez différentes souches de Salmonella
typhimurium. Les souches utilisées sont porteuses d'une mutation dans un des geénes
gouvernant la synthése de I'acide aminé histidine. Cette mutation His- rend les souches
incapables de pousser sur un milieu sans histidine. Avec une fréquence tres faible, ces
mutations His- reversent spontanément vers His+ et donc les cellules retrouvent leur capacité

a pousser sur un milieu dépourvu d'histidine (Fardel et al., 2009)

Experimental Control
_ tube . tube
Liver ™ Suspected Liver \\
extract mutagen extract \
) )
ﬂculture of his— Salmonella —
M Medium — (L
J lacking
histidine
l Incubation 1
Colony of revertant No growth
(his*) Salmonella
Copyright @ 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Figure 7: principe d’application de test d’Ames (Science Policy, 2015)

4.2.Le test des cometes

C’est un test détectant les cassures de I’ADN, cette technique permet de quantifier de
manicre sensible les cassures survenues sur un simple brin d’ADN ou les deux brins d’ADN.
Elle ne nécessite pas I’extraction de ’ADN. L’analyse se fait sur des noyaux isolés et
nécessite donc de pouvoir disposer des cellules isolées. Dans cette technique, les cellules sont
incluses dans de I’agarose sur des lames de microscope, lysées dans une solution alcaline de
force ionique élevée puis soumises a une électrophorese en conditions alcalines. Durant
I’¢électrophorese, I’ADN présentant des cassures migre de maniere hétérogéne. Cette
migration, d’autant plus importante que les cassures sont nombreuses, se traduit apres
marquage fluorescent par une image ressemblant a une comete présentant une téte renfermant

I’ADN intact et une queue renfermant I’ADN fragmenté (Figure 8).
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Cette méthode permet d’étudier les dommages occasionnés a I’ADN de cellules en
culture, mais également a partir de prélevements de cellules sanguines ou obtenues par

biopsies in vivo (Bouchon et Lemoine., 2003).

* f 3

Noyau non endommagé Noyau légérement endommagé

Noyau endommagé Noyau fortement endommagé

Figure 8: Différent degré d’altération primaire de I’ADN : test des cométes (Chiffoleau,
2014)

4.3.Le test des micronoyaux
Les micronoyaux sont constitués de chromosomes entiers perdus au cours de la mitose
précédente (phénomene aneugéne) ou de fragments chromosomiques acentriques exclus du
noyau de la cellule fille pendant la division cellulaire (phénomene clastogéne).
Les tests des micronoyaux ont donc pour objet de détecter et énumérer ces micronoyaux,
dans des cellules traitées in vitro par 1’agent génotoxique ou provenant d’une exposition in
vivo (par exemple des lymphocytes de rongeurs ou de sujets humains exposés a 1’agent

génotoxique) (Mateuca et al., 2006).

Suite a I’action de substances clastogeéne et/ou aneugenes, des micronoyaux peuvent
apparaitre dans le cytoplasme des cellules végétales ou animale. L’observation microscopique
des cellules-filles méristématiques racinaires aprés coloration permet le dénombrement de ces
micronoyaux. Leur fréquence d’apparition est un marqueur tres fiable de la présence d’agents

génotoxiques dans un sol ou en milieu liquide (Ortega, 2004)
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Figure 9: le principe de test des micronoyaux (larmarcovai et al., 2007).

4.4.Test des aberrations chromosomiques

L’essai d’aberration chromosomique in vitro est destiné a détecter les substances qui
provoquent des aberrations chromosomiques structurales dans des cellules de mammifere
cultivées. Les aberrations structurales peuvent étre de deux types : chromosomiques ou
chromatiques.

Cet essai permet de détecter les aberrations chromosomiques pouvant résulter
d’éveénements clastogeénes. L’analyse de I’induction d’une aberration chromosomique doit étre
effectuée sur des cellules en métaphase. Il est donc indispensable que les cellules des cultures
traitées et des cultures témoins atteignent le stade de la mitose. Pour les nanomatériaux
manufacturés, il peut s’avérer nécessaire d’apporter certaines adaptations spécifiques a cette
Ligne directrice.

Des cultures cellulaires d’origine humaine ou provenant d’autres mammiferes sont
exposées au produit chimique d’essai, en présence et en I’absence d’une source exogene
d'activation métabolique, a moins que les cellules utilisées ne soient dotées de capacités
métaboliques idoines Aprés avoir été exposées au produit chimique d’essai, les cultures de
cellules sont, a intervalles préétablis, traitées par un agent bloquant la métaphase (par exemple
la colchicine ou le Colcemid®), récoltées et entées. Les cellules en métaphase sont soumises a
un examen microscopique permettant de déceler les aberrations chromatidiques et

chromosomiques ( Ocde, 1997).
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Figure 10: les différentes formes d’aberrations chromosomiques (Balosso, 2012)

4.5. Test d’échange de chromatides sceurs

Le test est basé sur I’incorporation de bromodésoxyuridine (BrdU), analogue de thymine en
phase S (Gonzalez-Torres et al., 2014 ; Bégin,1998).

Les cellules sont ensuite traitées avec de la colchicine pour arréter la division cellulaire en

métaphase (Schrader, 2003), Les cellules sont ensuite traitées avec de la colchicine pour

arréter la division cellulaire en métaphase (Schrader, 2003), suite a la récolte des

chromosomes, la révélation des ECS se fait par la technique FPG (fluorescence - photolyse -

Giemsa) adaptée de (Perry et Wolff, 1974), les résultats sont obtenus aprés deux cycle de

réplication (figure 11).

2" Round
Replication
in BrdU
1** Round < NS
Replication AN ANV N
in BrdU sistor chromatid oxchange / A = o
_“ c = HOECHST
Mﬂ e < UV LIGHT
NN GIEMSA
——

Figure 11: Principe de l'incorporation de BrdU durant la culture cellulaire destinée a la mise
en évidence des ECS (Stults et al., 2014).

Ligne noire : brin d’ADN non substitué par BrdU et Ligne grise : brin d’ADN substitué par le BrdU

'
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4.6. Le test d’Allium cepa

L'oignon (Allium cepa L) est une monocotylédone appartenant a la famille des Liliacées
qui renferme 500 espéces et plus (Tableau 3). Elle est la plus cultivée (Jones H.A., Mann
LK., 1963.) Toute population d’Allium cepa possede (2X = 16) chromosomes larges et longs
(Vander, 1993) caractérisée par un haut pourcentage de division cellulaire, détection facile

des aberrations chromosomiques apres une simple coloration.

Tableau 4: Classification systématique de 1’Oignon (Alluim cepa ) (Vander,1993).

Sous régne Tracheobionta
Division Spermatophyta
Classe Liliopodia
Ordre Liliales
Famille Liliaceae
Genre Alluim L
Espéce Alluim cepa L

Le test sur Allium cepa a été introduit par Levan (Levan, 1938), pour étudier les effets
de la colchicine sur la croissance des racines et a ensuite été utilisée comme méthode standard

dans I'étude des aberrations chromosomiques (Grant, 1982)

Afin de déterminer les effets génotoxiques et cytotoxiques des produits chimiques sur
I'environnement et peut-étre I'nomme, de nombreux auteurs ont analysé leur toxicité sur les

racines d'Allium cepa (Obute et al., 2016).

Un des parametres évalués dans ce test est ’indice mitotique (IM). L'IM est utilisé
comme parameétre pour évaluer la cytotoxicité de plusieurs agents. IM significativement
inférieur au contrdle négatif peut indiquer altérations résultant de I'action chimique sur la
croissance et le développement de lI'organisme exposé. En revanche, des IM plus élevés que
les contrdles négatifs indiquent une augmentation de la division cellulaire, qui peut étre nocif
pour les cellules et entrainer des troubles de la prolifération cellulaire et méme a la formation

de tumeurs dans les tissus (Leme,2009). Autres parameétres analysés dans le test Alluim cepa
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étaient la presence d'aberrations chromosomiques et formation de micronoyaux, indiquant un
potentiel génotoxique du composé testé et altération des racines et de leur longueur qui

pourraient indiquer un potentiel de toxicité du compose testé (Leme, 2009).

Le test Allium cepa est important car c'est un excellent modele in vivo, ou poussent les
racines en contact direct avec la substance d'intérét (c'est-a-dire I'effluent ou le mélange
médicamenteux complexe testé) permettant de prédire d'éventuels dommages a I'ADN des
eucaryotes. Par conséquent, les données peuvent étre extrapolées pour toute la biodiversité

animale et végétale (Fiskesjo, 1985).

Il a été validé par une étude collaborative internationale entre le Programme des Nations
Unies pour I’Environnemental, 1’Organisation Mondiale de Santé (OMS), et US 1I’Agence de
Protection de Environment (USEPA) comme test efficace pour la surveillance génétique
(Badmus et al., 2013).

Il peut étre avantageux d'utiliser le test Allium modifié car il a besoin de plus basses
concentrations pour donner une réponse spécifique par rapport aux méthodes plus anciennes,
qui signifie que dans certaines conditions, il est plus sensible que le test original (Khanna et
Sharma, 2013).

Le test Allium Cepa semble étre une méthode rapide, peu colteuse et facile a manipuler, et,
mélanges complexes de contaminants et pour réveéler des effets synergiques. Pour ces raisons,
cette approche chimique/biologique permet d’étudier des aspects différents mais
complémentaires de la contamination des milieux complexes et des aliments et pourrait étre

utile pour évaluer les risques de cancer lié a I’alimentation (Feretti et al., 2011).




Partie Experimentale




Chapitre 1: Matériel et

méthodes




Partie expérimentale Matériel et méthodes

. Matériel et méthodes
1. Matériel biologique

1.1. Allium cepa et conditions de croissance

Des bulbes de 1’oignon Allium cepa sont obtenus du marché local & Guelma. Le diameétre
des bulbes varie entre [5 et 8cm], la couche externe des bulbes est éliminée ainsi que les
anciennes racines avant de commencer 1’expérience. Durant toutes les expériences réalisées,

les bulbes sont incubés a 1’obscurité a température ambiante.

1.2. Produits chimiques

Le pesticide utilisé est I’herbicide : Roundup Turbo, il est composé d’une substance
active : Le glyphosate (450 g¢/l) : le nom d’identification est: Acide-(phosphonomethyl)
glycine, dont la formule chimique est : C3HgNOsP et les sels de potassiums de Glyphosate
(607g/l) : le nom d’identification est: N-(phosphonomethyl) glycine monopotassium salt,
dont la formule chimique est C3H7KNOs P.

Figure 12: Formule chimique du glyphosate et les sels de potassium du
glyphosate (PubChem, 2008)
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2. Méthodes

2.1.Préparation du pesticide testé

Différentes concentrations de ’herbicide « Roundup turbo » sont préparées dans I’ecau de
robinet [100, 150, 200, 250, 500] mg/ml en Glyphosate. L’eau de robinet est utilisée comme

contrble négatif.

2.2. Détermination de la concentration efficace médiane (CE50)

Pour ce test de toxicité, 6 bulbes sont utilisés et sont placés dans des pots remplis par
chaque solution a tester de tel sort que la base de la racine principale se trouve plongée dans la
solution. L’incubation se fait a 1’obscurité pendant deux jours dans de I’ecau de robinet puis
dans le pesticide avec changement des solutions chaque 24h. Apres 48 heures, la longueur des
racines est mesurée. La moyenne de la longueur des racines traitées et contrdles est
représentée en fonction du pourcentage d’inhibition de 1’élongation racinaire relativement au
controle négatif et les différentes concentrations de 1’herbicide Roundup. La concentration
produisant 507 d’inhibition de la croissance des racines relativement au contréle est calculée

et exprimée comme étant la CE5O0.

2.3. Index mitotique et le test d’aberration chromosomiques

Les concentrations utilisées dans ce test sont basé sur la valeur de la CE50 Déterminée
dans le test de toxicité. Pour chaque oignon, 6 racines sont récupérées et fixées dans le
mélange (éthanol/acide acétique, (v/v),(3/1)) pendant 24 h,suit a un ringage par 1’eau distillé 3
fois, puis transférées a des tubes contenant 1’éthanol 707 et conservées a 40C jusqu'a
I’utilisation (Fiskesjo, 1994 ; Knoll et al.; 2006 ; Bagatini et al., 2009). Pour la préparation
des lames, les racines sont hydrolysées dans I’HC1 IN a 60° C pendant 8 min. Les racines
sont colorées avec le réactif de Feulgen puis sont bien écrasées et placées sur des lames avec

une goutte d’acide acétique a 457, puis couverts avec des lamelles (Lopes, 2002).

2.4. Observation microscopique et analyse

Les lames sont observées au microscope optique. Pour I’index mitotique, 1000 cellules
classées en interphase ou cellules en division (prophase (p), métaphase (M), anaphase (A), ou

télophase (T)) sont calculées. L’index mitotique est exprimé comme étant le nombre des
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cellules en division par toutes les cellules (Ozmen et Summer, 2004 ; Sehgal et al., 2006)

selon la formule :

P+M+A+T

MI =

nombre totale des cellules

(p: prophase, M: métaphase, A: anaphase, T: télophase).

Un total de 100 cellules a été examiné pour 1’étude des aberrations chromosomiques par
chaque dose de pesticide. Les catégories suivantes d'aberrations sont a étudier : fragments
chromosomiques, c-mitose, pont, perte de chromosome, et autres aberrations (Ozmen et
Summer, 2004).

2.5. L’analyse statistique

Le pourcentage de I’inhibition de I’élongation racinaire et le pourcentage des cellules
en division avec des aberrations a chaque dose de pesticide a été comparée a celle du contréle
négatif en utilisant le test de Student. Les valeurs obtenues sont considérées significatives si P
<0,05
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Il.  Résultats et discussion

Le test Allium cepa a souvent été utilisé pour la détermination de la cytotoxicité etou
les effets génotoxiques de différentes substances (Grant, 1982). Il est considéré comme une
procédure standard pour un test rapide et la détection des niveaux de toxicité et de pollution
dans I’environnement. Dans la présente étude, le but était d’étudier la toxicité et la
génotoxicité de 1’herbicide Roundup TURBO par le test Allium cepa en prenant en
considération trois paramétres : L’inhibition de I’¢longation racinaire en déterminant la CE50,
I’effet sur I’index mitotique et I’étude des aberrations chromosomiques.

Malheureusement, cette étude n’a pas €té achevée a cause des conditions imposées par
la pandémie du Covid-19. Nous avant juste mis au point le test d’Allium cepa dans un essai
primaire, apres lequel tout le matériel biologique et chimique ainsi que les réactifs sont
préparés pour lancer I’essai principal.

Pour les raisons suscitées, nous allons présenter et discuter des résultats de certaines
études similaires portant sur la toxicité et la génotoxicité de 1’herbicide Roundup et/ou son
principe actif : Glyphosate

1. Test d’inhibition de I’élongation racinaire

Il existe de nombreuses expériences menées sur la toxicité du glyphosate et son effet
sur I'allongement des racines de diverses especes végétales et racines d'Allium cepa, ou les
résultats ont montré que le glyphosate inhibe I'élongation des racines. Dans une étude de
(Ogeleka et al., 2016) concernant les conséquences phytotoxiques a court terme du
glyphosate (Roundup ™) sur la croissance d’Allium cepa. Il a été montré qu'il n'y avait pas de
croissance a la concentration la plus élevée de 10 mg /I de glyphosate (figure 14.), Tandis que

les autres concentrations (5, 2.5, 1.25 et 0.625 mg/L) ont enregistré une croissance graduelle.

0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01

0

longeur de croissance
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0 5 10 15
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Figure 13: Moyennes de croissance spécifique des racines d’ Allium cepa exposées au

glyphosate (Roundup ™) par rapport au controle (Ogeleka et al., 2016).
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L'effet du glyphosate était plus visible a la concentration 10 mg/l ou la croissance était

plus inhibée et le pourcentage du taux de croissance.
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Figure 14: Longueurs moyennes des racines d'Alluim. Cepa cultivées a des concentrations

variables du pesticide et du contrdle.

Les longueurs moyennes des racines d'Alluim cepa obtenues pour Roundup allaient de
0,29 a 4,9 cm tandis que le témoin 6,82 cm, ou il apparait sur la figure 14 que le pourcentage
d'allongement des racines a 10 mg/l a enregistré la diminution la plus faible par rapport aux
autres concentrations et au témoin. Ces résultat (figure 13 et 14) signifie que I'effet du
glyphosate dépend de la concentration, parce que 1’¢longation racinaire été inhibé a la

concentration la plus élevé.

Une autre étude de (Cavusoglu, 2011) sur les effets toxiques du glyphosate sur Allium
cepa a montré que le traitement des racines avec du glyphosate entrainait une diminution de la

longueur des racines et du poids des graines.

Chaque groupe contient 25 graines. Les graines du groupe | (groupe témoin) ont été
traitées avec de I'eau du robinet, les graines du groupe Il ont été traitées avec 100 mg/Il du
glyphosate, les graines du groupe 1l ont été traitées avec 250 mg /I du glyphosate, les graines

du groupe 1V ont éteé traitees avec 500 mg /I de glyphosate.
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Tableau 5: Effet de diverses doses de glyphosate sur la longueur des racines d'A.
Cepa (Cavusoglu, 2011).

Temps de | Groupes Min Max Moyenne+ SD
traitement

(heure)

72 Groupe | 4,40 5,90 514 +0,42a
72 Groupe 11 3,00 4,90 3,93 £0,45b
72 Groupe 111 2,70 3,70 3,24 + 0,25¢
72 Groupe IV 1,50 2,60 2,23 +0,23d

Aprés 72 heures, une inhibition de la croissance des racines et du poids des graines
traitées avec la dose la plus élevée de glyphosate (500 mg/l), a été observée et une
augmentation graduelle du poids et de la longueur pour les autres doses. Cette diminution
indique I'effet du glyphosate sur la croissance des racines, ce qui indique a son tour la toxicité

de cet herbicide.

Dans une étude de (De Marco et al., 1992) sur I'importance du type de sol pour
I'induction des micronoyaux et la croissance des racines primaires de Vicia Faba traitées avec
le glyphosate et d’autres herbicides. Apres quatre jours de traitement avec le glyphosate a des
concentrations de : 35 ppm, 70ppm, 105ppm, 140ppm, 350ppm, 700ppm. 1050ppm et 1400
ppm, une diminution significative de la croissance des racines a été observée avec les
concentrations : 350ppm, 700ppm. 1050 ppm, alors qu’elle est complétement inhibée a la

concentration la plus élevée de 1400 ppm.

Selon les résultats de ces études, on peut dire que le glyphosate affecte 1’¢longation
des racines d'Allium cepa, et son effet dépend de la concentration utilisée. L'inhibition de
I’élongation des racines est généralement liée a l'activité méristématique apicale et a

I'allongement cellulaire pendant la différenciation (Wierzbicka, 1988).
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2. L’index mitotique

L’index mitotique, parametre estimant la fréquence des division cellulaire et considéré
comme indicateur de la cytotoxicitié (Truta et al., 2011). Rank et al., (1993), ont étudie la
génotoxicité potentielle de 1’herbicide Roundup et de son principe actif, le sel de glyphosate
isopropylamine (IPA) qui est utilisé a trois doses différentes (720,1440 et 2880 pg/l) (tableau
6.).

L’index mitotique a été calculé a partir de 1I’observation des mitoses dans 400 cellules
par oignon. Le test montre qu’il y a une diminution significative de I’indice mitotique pour la
concentration la plus élevée du Roundup (1,44 et 2,88 mg.I") provoquant ainsi une

augmentation significative des aberrations chromosomiques.

Tableau 6: L’effet du glyphosate et Roundup dans I’ Allium cepa. (Rank et al.,1993)

L’agent Concentration (ug.I™) Index mitotique
Controéle 21,8+4,3
Glyphosate isopropylamine 720 21,8+41
1440 24,6155
2880 25,245,2
MMS 10 23,4+3,4
Controle 32,0+3,6
Roundup? 720 26,2454
1440 28,246,6
2880 24,2+6,7
MMS 10 26,6+3,9

- Pour chaque concentration, cing oignons ont été exposés et 100 cellules anaphase /
télophase ont été analysées par oignon.

- 2Calculé en glyphosate isopropylamine.
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- MMS :contrdle positif
Dans 1’étude de (Cavusoglu et al., 2011) sur I’effet toxique du glyphosate sur les
cellules d’Allium cepa, le glyphosate est appliqué avec trois dose différentes (100,250 et 500
mg.I"") (tableau 7). Les résultats de cette étude ont révélé que I’effet du glyphosate sur 'IM
des cellules des extrémités des racines d’Allium cepa dépend des doses utilisées.
Tableau 7: Indice mitotique (IM) des cellules de I'extrémité des racines d'Allium cepa
(Cavusoglu et al., 2011)

Groupes Numéro des racines IM %
Groupe | 10 776,80+13,99° 7,76
Groupe Il 10 697,32+21,95 6,97
Groupe 11 10 625,84+16,25° 6,25
Groupe IV 10 544,40+30,80 5,44
Valeurs P <0,001

Groupe | (groupe témoin) ont été traitées avec de I'eau du robinet, groupe Il ont été traitées
avec 100 mg I-1 de glyphosate, groupe 11 ont été traitées avec 250 mg I-1 de glyphosate,
groupe 1V ont été traitées avec 500 mg I-1 glyphosate.

L'IM a été calculé en analysant 1000 cellules / extrémité de la racine (pour un total de
10 000 cellules/traitement) et le pourcentage de I'IM calculé pour chaque groupe de
traitement. Toutes les valeurs sont la moyenne £ ET.

a-d: La signification statistique entre les moyennes a été réalisée en utilisant une analyse de
variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie de Duncan comme test (P <0,05). Les moyennes
avec la méme lettre (verticalement) ne sont pas significativement différentes au niveau P
<0,05.

Ces données sont en accord avec les résultats des autres auteurs (Acar et al., 2010) qui
suggerent que le glyphosate IPA provoque une diminution de I’activité mitotique uniquement

a des concentrations élevées et sous exposition a long terme.
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Figure 15: Les effets des traitements au glyphosate isopropylamine sur I'activité mitotique

des cellules de bout de racine d'A. Cepa L. apres 24 h et 48 h (Acar et al., 2010).

Dans une étude récente de Seir et Jesus (2019) sur la cytotoxicitié de glyphosate en

utilisant I’Allium cepa comme bio-indicateur, les résultats sont montrés par le tableau 8:

Tableau 8: Index mitotiques des cellules des extrémités des racines d’Allium cepa, exposées

a différentes concentrations de glyphosate (Seir et Jesus, 2019).

Concentration de

Index mitotique

glyphosate
C3HgNOsP(mg.L™) GMI PMI MMI AMI TMI
0 17,4 + 2,9 74+2° 38+1° 38+14° 2,4+0,5
5 88+21° | 52+04* | 24+16 | 1,2+0,44"¢ 0
10 74+16° | 46+05°° | 18+13% | 12+044°¢ 0
15 6,4+3% | 24+16% 1,6+054> | 24+109* 0
25 42+13%% | 28+08>% | 10+07° 0,4 +0,5°¢ 0
30 16+134° | 08+13 0,6 +0,54° 0,2 +0,4° 0
(=]
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Les moyennes + valeurs SD avec une lettre différente de chaque colonne indiquent des
différences statistiquement significatives, selon le test Tukey HSD (P 0,05). () = écart type.
GMI = indice mitotique général. PMI = indice mitotique Prophase. MMI = indice mitotique
en métaphase. AMI = indice mitotique anaphase. TMI = indice mitotique télophase.

Une inhibition évidente a été observée dans le processus de mitose, car les valeurs
obtenues dans I’index mitotique général (GMI) avec l'utilisation de glyphosate sont
considérablement inférieurs a ceux du témoin. En comparant les résultats de 1’indice
mitotique du Prophase (PMI) avec les autres indices des différentes phases : index mitotique
en métaphase (MMI), index mitotique anaphase (AMI) et index mitotique télophase (TMI),
un pourcentage plus important de la population de cellules mitotiques a été observe dans la
prophase, ce qui peut signifier que la majorité des cellules mitotiques s'arrétent a cette phase.

On conclut que le glyphosate a des effets néfastes sur la division des cellules

méristematiques d’Allium cepa.
3. Test d’aberrations chromosomique

Pour évaluer les anomalies chromosomiques par le test d’Allium cepa, plusieurs types
d’ACs sont prises en compte dans les différentes phases de la division cellulaire (prophase,
métaphase, anaphase et télophase). Cependant, cette analyse n’est pas simple a réaliser, car
elle nécessite une connaissance précise des phases de la division cellulaire et de leurs

éventuelles anomalies.

L'analyse des différents types des ACs dans toutes les phases du cycle cellulaire,
initialement proposée par (Fiskesjo, 1985), permet une évaluation plus compléte et précise,
car elle favorise une meilleure enquéte sur les actions des agents testés, concernant leurs effets
clastogénes et / ou aneugénes sur I'ADN de I'organisme d'essai et méme leur développement

possible.

Selon 1’étude de ( Cavusoglu, 2011), les effets toxiques du glyphosate sur les cellules
d'Allium cepa ont éte étudiés, aussi les changements dans I'anatomie racinaire des graines d'A.
Cepa traité au glyphosate on était examiné. Le glyphosate a été appliqué avec trois doses
différentes (100, 250 et 500 mg/l). Les effets du glyphosate sur la fréquence des aberrations

chromosomiques (ACs) ont été donnés dans le tableau 9.
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Tableau 9: La fréquence des aberrations chromosomiques (ACs) induites par diverses doses

de glyphosate, dans les cellules de I'extrémité des racines d'A. cepa ( Cavusoglu, 2011).

Distribution
Groupe | Doses Cellules Chromosome L
o Fragment Ponts inégale de
S (mg/l) | mitotiques collant )
chromatine
I Témoin 500 3,60+2,90d 5,88+1,79d 2,32+1,63d 0,24+0,44d
| 100 500 64,64+5,42c 47,80+5,24c | 30,44+4,59c | 10,00£2,93c
1l 250 500 81,16+4,01b 60,80+5,2b | 41,40+4,34b | 20,32+3,41b
v 500 500 113,00+19,31a | 72,32+5,91a | 50,04+4,93a | 27,40+4,86a
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

a-d : La signification statistique entre les moyennes a été analysée en utilisant une
ANOVA a un facteur suivie du test de Duncan comme test post-ANOVA (P<0,05). Les
moyennes avec la méme lettre (verticalement) ne sont pas significativement différentes au
niveau P <0,05.

Les graines du groupe | (groupe témoin) ont été traitées avec de I'eau du robinet, les
graines du groupe 11 ont été traitées avec 100 mg/l de glyphosate, les graines du groupe 111 ont
été traitées avec 250 mg/l de glyphosate, les graines du groupe IV ont été traitées avec 500
mg/1 de glyphosate pendent 72 h. Cing cents cellules ont été analysées par racine (10 pointes
de racine / groupe, pour un total de 5000 cellules / traitement) pour les ACs.

Dans les cellules des extrémités des racine du groupe témoin, divers AC ont été
trouvées. Mais, le traitement au glyphosate a entrainé une augmentation de la fréquence des
ACs dans les cellules de I'extrémité des racines.

Dans cette étude, les ACs ont été induites par toutes les doses de glyphosate aux
différents stades mitotiques (Figure 16.a) : chromosomes collants en métaphase, pont
chromosomique a I’anaphase, chromosomes en retard a l'anaphase, cellules binucléées,
Iésions nucléaires et cellules endommagées. Le chromosome perturbé était le type le plus

commun d'AC observé dans tous les traitements. Les types des ACs tels que les fragments
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(Figure 16.b), chromosomes collants (Figure 16.c), pont de chromatine (Figure 16.d) et

distributions inégale de la chromatine (Figure 16.e) ont été observées.

(a : micronoyau, b : fragment, ¢ : chromosome collant, d : pont chromatine, e : distribution
inégale de la chromatine)

Figure 16: Les effets du glyphosate sur la mitose des cellules de I'extrémité des racines
d'Allium cepa ( Cavusoglu, 2011).

Le traitement des cellules du méristeme de racine d'A. cepa avec une autre formulation
de pesticide, Roundup Ultra Max contenant 450 g/l de glyphosate pendent 72h, induit des

aberrations chromosomiques a 100, 250 et 500 mg / | dans le test A. cepa.

Ces données sont également en accord avec les résultats d'autres auteurs. (Rank et al.,
1993) qui ont étudié I’effet génotoxiques potentiel du Roundup et son ingrédients actif
glyphosate sel d'isopropylamine dans A. cepa. Le test anaphase -télophase sur Allium cepa a
montré que le glyphosate sel d'isopropylamine a des concentrations de 1,44 et 2,88 mg/l
provoque une augmentation significative des ACs. Cependant, ¢a pourrait étre di a I'effet

toxique de glyphosate. Les résultats de cette étude sont présentés dans le tableau 10.
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Tableau 10: La fréquence des aberrations chromosomiques (ACs) induites par glyphosate

isopropylamine et Roundup dans les cellules de I'extréemité des racines d'A. cepa (Rank et al,

1993).
Agent Dose Autres Totale %
Ponts | Fragments | Vargant ]
(Mg /1 Aberrations | AC +SD
Controle
7 4 3 1 15 3,0£1,8
Glyphosate 720 9 4 1 5 19 3,8+1,8
isopropylamine 1440 12 5 0 23 4,6£1,5
2880 7 3 3 0 13 2,6+2,1
MMS
10 23 14 8 0 45 9,0£2,6
Controle
10 1 2 1 14 2,8+0,4
Roundup 720 6 1 3 15 25 5,0+3,3
1440 13 8 7 31 59 11,8+6,6**
2880 5 12 1 10 28 5,6+2,8 *
MMS
10 28 17 10 3 58 11,6+2,7

Aberrations chromosomiques pour 500 cellules.

Pour chaque concentration, cing oignons ont été exposés et 100 cellules anaphase /

télophase précoce ont été analysées par oignon.

Calculé en glyphosate isopropylamine.

MMS : Methyl methanesulfonate (controle positif).

*P <0,05, * * P <0,005 dans le test X 2.
Dans une étude realisée par (Dimitrov et al., 2006), I'effet génotoxiques du glyphosate a

été comparé entre plante Crepis capillaris et moelle osseuse de souris en utilisant les tests des

AC et micronoyau (MN). Par conséquent, le glyphosate n'a induit ni AC ni MN sur Crepis

capillari. Les résultats de cette étude sont présentes dans le tableau 10 :

'
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Tableau 11: Fréquence des aberrations chromosomiques et des cellules hyperploides dans

les méristemes radiculaires de C. capillaris aprés traitement avec les herbicides Roundup
(Dimitrov et al., 2006).

) AC par 100
Numero 3
Dose | Temp Cassures des | Echange des | Cassuresdes cellules (sans
des cellules ) ) Lacunes
% S chromatides | chromatides | chromosomes lacunes)
avec AC
SEM
4 1 1 _ _ _ 0,25+0,10
0,05 16 3 1 _ _ 2 0,25+0,18
24 3 1 _ 2 _ 0,75+0,27
4 2 2 _ _ _ 0,50+0,14
0,01 16 4 3 _ _ 1 0,75+0,27
24 4 _ 1 2 1 0,75+0,27
4 1 _ _ 2 0,25%0,10
0,5 16 4 2 1 _ 1 0,75+0,27
24 4 B B 3 1 0,75+0,27
4 _ _ _ _ _ _
1,0% 16 _ _ _ _ _ _
24 _ _ _ _ _ _
C 24 1 _ _ 1 _ 0,25+0,10

- Données non obtenues en raison de la forte toxicité de I'nerbicide

C : controle

Le traitement Roundup a également induit des aberrations chromosomiques chez Vicia

faba (El-Tayeb et Zaki, 2009). La fréquence des aberrations chromosomiques a augmente en

augmentant la concentration de I'herbicide et en prolongeant la durée du traitement. Les

37

'
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anomalies chromosomiques comprennent les ponts chromosomiques et les ruptures qui sont
considérées comme indiquant un potentiel mutagene et génotoxique de I'herbicide. Les
aberrations sont présentées dans la figure 17.

Figure 17: Anomalies chromosomiques produites par Round up dans les pointes des racines
de Vicia faba (El-Tayeb et Zaki, 2009).

e a: Prophase irréguliére aprés 12h. Traitement avec 10™ % de Round up ;

e b : Métaphase étoile aprés 24h. Traitement avec 10™ % de Roundup;




Partie expérimentale Résultats et discussion

¢ : Métaphase avec cassures chromosomiques aprés 12h. Traitement avec 10°% de

Round up;

d : C-métaphase aprés 12h. Traitement avec 10 % Round up,

e : Métaphase perturbée aprés 3h. Traitement avec 10™ % de Round up; f : Métaphase
collante aprés 24h. Traitement avec 10° % de Round up ;

g : Anaphase avec pont aprés 24h. Traitement avec 10 % de Round up;

h : Anaphase avec chromosome libre aprés 12h. Traitement avec 10 % de Roundup ;

i : Sticky anaphase aprés 24h. Traitement avec 10° % de Round up ;

j : Anaphase perturbée aprés 12h. Traitement avec 10° % de Round up ;

k : Cellule binucléée aprés 24h. Traitement avec 0™ % de Roundup ;

1 : Cellule avec micronoyau aprés 12h. Traitement avec 10°% de Roundup.

Selon les études mentionnées, les aberrations chromosomiques sont souvent observées
aux cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par des concentrations élevées. Plusieurs
études testant en paralléle le glyphosate et Roundup ont montré que seule la formulation
commerciale était génotoxiques.

Les résultats de Poletta et al., (2009) confirment que le glyphosate est génotoxique en
fonction de temps et de la concentration utilisé. Les herbicides commerciaux & base de
glyphosate sont plus toxiques que le glyphosate lui-méme (Hole¢kova, 2006), la formulation
Roundup a un potentiel génotoxique relativement élevé et a été étudié dans un certain nombre
d’¢tude évaluant divers parameétres génétiques dans différents systemes biologiques. Cette
génotoxicité est due a la toxicité de co-formulation et surfactant contenu dans les produits
commerciaux (Bolognesi et al., 1997).

Dans leur étude, Marc et al., (2004) montrent que la formulation Roundup affecte le cycle
cellulaire en inhibant la transition G2/M et la synthése d’ADN conduisant a une instabilité
génomique. Richar et al., (2005) ont déclaré que le glyphosate et ses formulations étaient
toxiques pour les cellules de Lignée du choriocarcinome humain (JEG3) et que cet effet
augmente avec la concentration et le temps, mais le Roundup s’est avéré plus toxique que le
glyphosate. Koller et al., (2012), ont montré que 1’inhalation d’herbicide a base de glyphosate
et de glyphosate par les humains peut causer des dommages a I’ADN chez les personnes
exposees, car ils ont trouvé des effet génotoxiques aprés une courte exposition a des
concentrations correspondant a une dilution 450 fois de la pulveérisation utilisée en

agriculture.
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Nous concluons que ['utilisation non contrdlée de cet herbicide présente un risque
potentiel pour une variété d’organisme, y compris I’homme. Les risques liés a I’utilisation de
glyphosate sur la santé humaine sont importants quelle que soit la voie de contamination, le
travailleur directement exposé aux produits lors de traitement par pulvérisation ou d’autre
technique, indirectement en contact avec ’emballage, le végétale et le sol. Afin de prévenir
contre I’effet néfaste de glyphosate, il faut réduire son utilisation via le remplacement par
d’autres substances chimiques en s’assurant que leur toxicité est plus faible que le glyphosate,

I’application des techniques limitant la quantité utilisée et leur émission vers I’environnement.




Conclusion



Conclusion

En conclusion, le Roundup a monté un effet génotoxique remarquable au niveau des
racines des cellules méristematiques : d’Allium cepa, Crepis capillaris et Vicia faba en
induisant des aberrations chromosomiques telles que : des ponts, des fragments et des c-
mitose. L’effet génotoxiques de Roundup est en fonction du temps et des concentrations

utilisées.

Les etudes présentées montrent que les formulations commerciales des herbicides a base
de glyphosate ont un potentiel génotoxique élevé par rapport au glyphosate lui-méme, donc il
est insuffisant de tester 1’agent actif (glyphosate) dans une formulation commerciale
(Roundup) en raison de la possibilité d'effets additifs et synergiques, c'est tout aussi important
d'étudier les autres ingrédients du produit.

L’utilisation non contrdlée de cet herbicide présente un risque potentiel non seulement
sur les plantes traitées mais aussi sur une variété d’organismes y compris 1’étre humain et
I’environnement, c’est pourquoi il est nécessaire de limiter 1’utilisation du glyphosate et

I’utiliser attentivement avec des doses appropriées pendant des périodes courtes.

Le test Allium cepa semble étre une méthode rapide, peu colteuse et facile a manipuler. En
effet, I’étude de la génotoxicité du Roundup ouvre de nombreuses perspectives pour
I’amélioration des propriétés physicochimiques et biologiques de cet herbicide en plus de

contréler son utilisation.

Des travaux complémentaires sont, bien entendu, nécessaires afin d’affirmer les concepts et

résultats liés a cette étude.
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