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Résumé

Les boues d’épuration, méme traitées, renferment des microorganismes pathogeénes ainsi
que des éléments organiques et minéraux potentiellement toxiques. Nous procédons dans ce
travail a I’étude de I’effet cytotoxique et génotoxique des boues traitées et non traitées par les
nanoparticules d’argent, ainsi I’impact de ce dernier sur la qualité de ces boues. Les résultats
de I’analyse génotoxique par 1’Allium cepa L. ont montré que les boues liquides présentent un
potentiel cytotoxique et génotoxique par la diminution de I’indice mitotique et 1’augmentation
de la fréquence des aberrations chromosomiques respectivement. Alors que les nanoparticules
d’argent ont la capacité d’améliorer la cytotoxicité des boues par 1’augmentation de 1’indice
mitotique (IM) a une concentration de 0,25 mM, et conduit a une augmentation significative
de pourcentage des cellules en prophase ce qui signifié un blocage des cellules en phase S de
cycle cellulaire. L'amélioration des procédés de désinfection des boues et le perfectionnement
des techniques atténuant les effets nocifs qu'elles renferment réduiraient énormément leur

impact sur I'environnement et sur la santé des populations.

Mots clés: Boues, indice mitotique, analyse génotoxique, Allium cepa, nanoparticules

d’argent.



Abstract

Sewage sludge, even after treatment contains pathogenic microorganisms as well as
organic and potentially toxic minerals. We proceed in this work to the study of the cytotoxic
and genotoxic effect of sludge treated and non-treated by silver nanoparticles, so the impact of
the latter on the quality of these sludge. The results of the analysis by genotoxic Allium cepa
test showed that the liquid sludge exhibit high cytotoxic and genotoxic load by the reduction
in the mitotic index and by the increased frequency of chromosomal aberrations respectively,
whereas silver nanoparticles have the ability to improve the cytotoxicity of sludge by the
increase in mitotic index (MI) at a concentration of 0.25 mM, and leads to a significant
increase in percentage of prophase cells that has meant a block of cells in phase S of cell
cycle. Improved methods of disinfection of sludge and development of technical mitigating
the harmful effects of elements they contain greatly reduce their impact on the environment

and population health.

Key words: Sludge, mitotic index, genotoxic analysis, Allium cepa, silver nanoparticles.
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Introduction

Introduction

L’importance de I’eau pour la vie comme composant de 1’écosystéme mondial n’est plus a
démontrer. Cette ressource qui répond aux besoins fondamentaux de I’homme est un facteur
du développement mais, lorsqu’elle est altérée, elle est I’une des causes essentielles de La
pollution de I'environnement a considérablement augmenté au cours des dernieres décennies
en raison des diverses activités humaines, qui ont genéré une production importante d’eaux

usées.

En terme d’épuration des eaux usées, 1’ Algérie dispose actuellement d’un réseau dense de
station d’épuration, couvrant une partie du territoire, avec 150 STEP dont 69 sont gérées par
I’ONA (office national d’assainissement). Tout systeme d'assainissement a pour but de
regrouper les eaux usées, puis de les dépolluer en les traitants avant leur rejet dans le milieu
naturel. Ce développement du secteur de [1’assainissement génére des quantités
supplémentaires de boues résiduaires et leur devenir constitue un probléme environnemental

préoccupant, nécessitant des voies d’¢liminations efficaces et durables.

La région de Guelma, comme la plupart des villes algériennes a mis en service une station
d'épuration (STEP) au cours de I'année 2008 qui a pour objectif I'épuration de 43 388 m%j

d'eaux usées.

Une série de traitement des eaux usées conduit a la production de boues, qui contiennent,
des polluants et des pathogenes, tels les métaux traces, les pesticides, les contaminants
organiques ou inorganiques. On retrouve en autre dans cette catégorie les produits

pharmaceutiques, les hormones, les plastifiants et les nanoparticules.

Les agents chimiques qui se trouvent dans les boues en provenance des stations
d’épuration représentent une charge génotoxique particulierement importante, a été une des
raisons principales qui a provoqué le développement de méthodes pour évaluer la génotoxicité
par l'intermédiaire de substances chimiques. Parmi les tests biologiques mis au point pour la
détection de la génotoxicité, cytotoxicité et clastogénicité. Des tests biologiques sur les
végétaux, qui sont surtout sensibles pour la détection de la génotoxicité, peuvent fournir un
avertissement des dangers environnementaux dans I'eau, car les végétaux sont les premiers a

étre exposeés aux polluants, notamment aux nanoparticules.

Les risques associés aux différents éléments biologiques et/ou toxiques provenant de
I’utilisation des eaux usées et des boues en agriculture constituent un probléme émergent pour

la santé publique par I’intermédiaire des végétaux qui représentent un point d’entrée potentiel

1
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dans la chaine alimentaire, puisqu’ils constituent une part essentielle de I’alimentation
animale et humaine. Il est donc important d’évaluer leur contamination par les nanoparticules.
Quant aux nanoparticules d’argent, elles sont largement utilisées pour leurs propriétés
antibactériennes et inclues dans la composition de nombreux produits de consommation

courante, donc fortement susceptibles de se retrouver dans I’environnement.

C’est pour cela, nous allons essayer d’évaluer la génotoxicité des boues liquides prélevées
de la station d’épuration de Guelma avant et aprés leur traitement par les nanoparticules
d’argent, en utilisant le test des aberrations chromosomiques dans les racines d’Allium cepa
car le test d'Allium cepa a été largement utilisé pour la surveillance potentiellement

cytotoxiques et effets génotoxiques promu par des polluants dans I'eau, I'air et du sol.
Ce travail comporte deux parties principales :

Une partie de synthése bibliographique qui a composée essentiellement de deux chapitres;
le premier chapitre consacré a la caractérisation des boues résulte apres traitement des eaux
usées et leur destination. Le deuxieme chapitre présent les différents tests de génotoxicité

appliqué aux plantes supérieures et I’impact de 1’utilisation des nanoparticules d’argent.

Une partie expérimentale comporte deux chapitres le premier explique la méthodologie
suivie pour montrer 1’effet des boues traitée et non traitée par les nanoparticules d’argent sur
les cellules méristématiques d’Allium cepa L. Pour la présentation des résultats et leur

discussion un autre chapitre a été mis en évidence, et on termine par une conclusion.



Partie

bibliographique
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Les boues d’épuration Chapitre |

1. Généralités

Les eaux usées sont collectées puis acheminées vers les stations d’épuration ou elles sont
traitées. En fin de traitement, a la sortie de la station, 1’eau épurée est rejetée vers le milieu
naturel et il reste les sédiments des boues résiduaires qui sont composées d’eau et de matiéres
séches contenant des substances minérales et organiques. Les boues produites par les stations
d’épuration sont considérées comme des déchets. Elles doivent par conséquent étre éliminées
en respectant les nouvelles contraintes réglementaires, environnementales, sanitaires et
économiques. Ces contraintes obligent a rationaliser le traitement de ces boues (Laville et
Barnat, 2001).

Au sein d'une station d'épuration les boues constituent un sous-produit recueilli au cours de
différentes étapes de I'épuration de I'eau. On distingue les boues primaires issues de la simple
décantation primaire des particules décantables, les boues secondaires issues du traitement
biologique et les boues tertiaires provenant d’un traitement complémentaire biologique ou
physico-chimique pour I’¢limination de 1’azote et du phosphore. D’une maniére générale, le
traitement des boues a pour but de limiter leur volume et les nuisances liées a leur caracteére
putrescible (Perez, 2009).

1.1. Origine des boues

Les boues de la station sont des boues résiduaires, qui résultent de traitement des eaux

usées en aval. Ces boues peuvent étre de différentes origines :

e Des eaux industriels pouvant contenir des matieres organiques (des effluents
d’abattoirs ou de fermentations), et inorganiques (composés toxiques, métaux lourds,

...etc.).

e Les eaux usées domestiques produisent des boues décantables (boues de traitement
primaire) caractérisées par de mauvaises odeurs et un pourcentage en eau de 94 a
98% et 1,5 a 2,5% de matiéres solides (Cerra et al., 2014).

1.2. Différents types des boues

La nature des boues produites par une station d’épuration dépend de plusieurs facteurs : tel
le type de séparation de boues utilisé, le procéde de traitement (Figure 01) qui est en fonction
de la taille du systéme de traitement des effluents et de leur caractéristique d’origine (Soufiya

et Ait Ayane, 2009). On pourra distinguer les types de boues suivants :



Les boues d’épuration Chapitre |

1.2.1. Les boues primaires

Obtenues par simple décantation d’un résidu insoluble. Ces boues correspondent a la
pollution particulaire directement décantable. Elles sont produites par les industries de la
cellulose, les industries de traitement des métaux, des minerais, les industries agroalimentaires

génerant des déchets fibreux (Jardé, 2002).
1.2.2. Les boues biologiques ou secondaires

Sont issues d’un bassin aéré ou d’une cuve anaérobie ; des industries chimiques et
pharmaceutiques, agroalimentaires (laiteries, boissons...), textiles et, plus généralement, de
toute industrie rejetant de la pollution organique biodégradable. Elles sont essentiellement
constituées de bactéries et sont trés organiques et peu concentrées et contenant
particulierement un film microbien sont plus stabilisées que les boues primaires avec 6 a 8%

de matiéres seches (Jardé, 2002).
1.2.3. Les boues physico-chimiques

Sont générées par I’ajout d’un réactif injecté soit en téte de traitement, Soit en traitement de
finition, en tertiaire, on retrouve souvent dans ces boues des hydroxydes, voire d’autres
métaux dans le cas des industries de traitement de surface. Ces boues peuvent donc présenter

certaines similitudes avec des boues d’eau potable (Soufiya et Ait Ayane, 2009).
1.2.4. Les boues mixtes

C’est le mélange des boues biologiques et des boues primaires. Elles existent au niveau
des STEP (station de traitement des eaux polluées) dotées d’une filiere de traitement
compléte. Leur aptitude a la concentration par rapport aux boues biologiques est améliorée

lors d’ajout de boues primaires (Gaélle, 2004).
1.2.5. Les boues tertiaires

Les boues tertiaires sont le plus souvent issues d’un traitement physico-chimique aprées un
traitement biologique (d’ou la notion de traitement tertiaire). Ce traitement tertiaire a pour
principal objectif un role d’affinage du traitement. Il s’avere obligatoire derriere une boue
activée lorsque les niveaux de rejets demandes sont tres contraignants comme une teneur en
MES inférieur a 20 mg MES/I, une teneur en phosphore inférieure a 1 mg Pt/l et une
concentration en DCO inférieure a 60 mg/l. Elles sont le plus souvent obtenues par 1’ajout de
réactifs chimiques et elles sont aussi le plus souvent plus difficiles a déshydrater (Canler et
Perret, 2013).
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Figure 01: Schéma de différent types de boues selon le procédé de traitement (Canler et
Perret, 2013).

1.3. Les principaux types de boues proposés au recyclage en agriculture
1.3.1. Boues liquides issues de traitements aérobies

Elles proviennent des petites stations des zones rurales et périurbaines (représentent 15%
de tonnages de boues). Ces boues se stockent et se manipulent a la facon du lisier de porcs ou
de bovin; ces boues donnent une croissance importante des peuplements forestiers lorsqu’il y

a eu apport de boues liquides (Déportes et al., 2007).
1.3.2. Boues pateuses issues de traitements aérobies ou anaérobies

Dans le cas des stations de tailles moyennes. Ces types de boue (représentant 35 % des
tonnages de boues) sont issues de la filiere de traitement des boues, en sortie de I'étape de
déshydratation mécanique, difficiles a manipuler et a stocker, elles sont sujettes a la
fermentation anaérobie et a la production de mauvaises odeurs (Oliveira, 2003).

1.3.3. Boues chaulées

Issues de la filiere de traitement des boues en sortie de I'étape de déshydratation
mécanique. La stabilisation par chaulage connait un développement soutenu depuis quelques
annees en raison de son efficacité pour ce qui est de la maitrise des nuisances olfactives et de

son intérét pour les sols acides (Déportes et al., 2007).
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1.3.4. Boues compostées

Les boues liquides produites en sortie de déshydratation par centrifugation peuvent étre
envoyées sur une plateforme de compostage faite de cellules compartimentées et ventilées.
La, elles sont mélangées a d'autres sous-produits carbonés (refus de criblage, déchets verts,
palettes broyées, résidus agricoles, sciures,...etc.) et subissent une dégradation biologique par
voie aérobie. Les compostes peut assurer en méme temps la fertilité et 1’équilibre du sol
(Karoune, 2008).

2. Composition des boues résiduaires

La composition exacte des boues varie en fonction de l'origine des eaux usées, de la
période de I'année et du type de traitement et de conditionnement pratiqué dans la station
d'épuration. Les boues résiduaires représentent avant tout une matiere premiére composee de
différents éléments (Matiere organique, €léments fertilisants, éléments traces métalliques,
éléments traces organiques et agents pathogenes) (Oliveira, 2003).

2.1. Eléments fertilisants

Selon la dose appliquée, les boues peuvent couvrir, en partie ou en totalité, les besoins des
cultures en azote, en phosphore, en magnésium, en potasse, calcium et en soufre (Tableau 01).
Elles peuvent aussi corriger des carences a 1I’exception de celle en potassium. Les éléments en
traces tels que le cuivre, le zinc, le chrome et le nickel présents dans les boues sont aussi

indispensables au développement des végétaux et des animaux (Amir, 2005).

Tableau 01 : La composition de différents types des boues (Houot et al., 2014).

Boue Boue Boue Boue Compost de

liquide pateuse séche chaulée boue

Teneur en matiére organique 65a70 50a70 | 50a70 30a50 80a90

(% de la Matiére seche)

Azote (kg N/t brute) 2a4 8al2 30450 6a9 5a9
Potasse (kg K,O/t brute) 0,9 0,8 5 1 la2
Phosphore (kg P,Os/t brute) 2a3 6a9 50 a70 6a10 6a8




Les boues d’épuration Chapitre |

2.2.  Eléments indésirables

Les éléments indésirables contenus dans les boues peuvent avoir différentes natures et

compositions. Parmi ces éléments on y trouve :
2.2.1. Des élements traces métalliques

Des études récentes, ont montré que la nature et la concentration des eaux usées en
polluants sont tres dépendantes des activités raccordées au réseau. L'essentiel des
contaminations chimiques vient des rejets industriels et dans une moindre mesure des rejets
domestiques (utilisation de solvants, déchets de bricolage, peinture,...etc.). Du fait de la
décantation lors du traitement, ces contaminants chimiques se retrouvent dans les boues a de
tres grandes concentrations par rapport aux eaux usées. La présence des éléments traces
métalliques (Al, As, Cd, Co, Cu, Hg, Mn, Pb et Se,...etc.) est variable dans une boue sous
différentes formes chimiques. Ces composés sont toxiques a fortes doses, et sont non
seulement non biodégradables mais ils ont tendance a s'accumuler dans les maillons
(Beauchesne, 2003).

2.2.2. Des micro-organismes pathogénes

Tels que les virus, les bactéries, les protozoaires, les parasites, et les champignons. Ils sont
notamment présents dans les matiéres fécales rejetées dans les réseaux d'eaux usées et donc

inévitablement présents dans les boues brutes (Metahri, 2012).
2.2.3. Des micropolluants organiques

La matiére fécale, les déchets ménagers, ainsi que les effluents industriels constituent la
matiere d’origine des boues, telle que les protéines, les acides aminés, les sucres et les
graisses, d’origine animale ou végétale et qui restent non toxiques. La présence des polluants
chimiques et organiques d’origine industrielle et agricole, a été réglementée et plusieurs
études ont été réalisées pour évaluer leurs effets. Une multitude de ces polluants peuvent étre
contenus dans les boues; notamment les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS),
les pesticides principalement les organo- chlorés, les composés aliphatiques halogénes, les
chlorobenzenes, les composés organiques volatiles (COV), les polychlorobiphényles (PCB),
phénols, dioxines...etc. (El Fels, 2014).

3. Caractéristiques des boues

Les boues sont caractérisées par un certain nombre de proprietés définissant leur

composition physique, chimique et biologique qui sont :



Les boues d’épuration Chapitre |

3.1. Caractéristiques physico-chimiques
3.1.1. Matiere séche (MS) et siccité (S)

C’est le parametre principal de la définition de filiére et surtout un des plus faciles a
mesurer. La matiére séche (MS) est exprimée en g/L. Rapporté a la masse totale de boue, on
I’exprimera en fraction massique S qui correspond a la siccité. Il permet de connaitre la
quantité de boue a traiter, quel que soit son niveau de concentration dans la filiere de
traitement (Lachassagne, 2014).

3.1.2. Matieres en suspension

Si les maticres séche sont faciles a déterminer sur les phases concentrées, il n’en va pas de
méme sur les phases clarifiées ou la procédure de mesure de MES par filtration sur membrane
est plus appropriée. Afin d’écrire un bilan matiére rigoureux soit en MS, soit en MES sur une
opération de séparation de phase (qui ne sépare que les MES), on reliera les deux parametres
par la relation expérimentale suivante : MES = MS — [substances organiques et minérales

dissoutes] (Lachassagne, 2014).
3.1.3. Viscosité

Les boues fraiches, dont la concentration dépasse rarement 10 a 15 g/L, ont un
comportement newtonien. Quand la teneur en MS prend des valeurs plus importantes, la boue

adopte un comportement généralement rhéfluidifiant, modélisable (Guerfi, 2012).
3.2. Caractéristiques biologiques
3.2.1. Composition des matiéres organiques

La connaissance de la composition élémentaire de la boue en terme de C, H, O, N, S
permet de déterminer 1’aptitude d’une boue a étre dégradée biologiquement (digestion
anaérobie avec production de biogaz) ou thermiquement (incinération) par écriture de la
steechiométrie de dégradation. Elle est exprimée par rapport aux MV, voire par rapport aux
MV dégradables uniquement si ’on s’intéresse a la stabilisation biologique. CsH7O2N est

souvent pris comme « formule brute » d’une boue biologique (Guerfi, 2012).
3.2.2. Composition des matiéres minérales

Silice, Alumines, Carbonates et Phosphates constituent les éléments les plus couramment
rencontrés, a 1’exception des boues minérales d’industries spécifiques. Carbonates et

Phosphates ont ainsi leur importance pour préciser la qualité agricole d’une boue épandue ; la
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Silice est un elément défavorable en centrifugation. Par ailleurs les Chlorures, essentiellement
solubles, sont peu appréciés en cas d’utilisation des cendres de boues incinérées en

valorisation dans le béton (Benoit et al., 2014).
3.2.3. Les Micropolluants

Ils doivent étre caractérisés en cas d’épandage agricole comme en cas d’incinération, car
ils peuvent alors se retrouver dans les fumées. Les législations se sont longtemps tenues aux
seuls micropolluants minéraux en limitant les rejets des métaux lourds suivants : Plomb,

Chrome, Cuivre, Manganese, Nickel, Rsenic, Cadmium et Mercure (Attab, 2011).
4. Destination finale des boues

Selon leur qualité et leur composition, les boues d’épuration peuvent avoir quatre
destinations finales : I’épandage agricole, la mise en décharge, I’incinération et la fabrication

de matieres fertilisantes (Déportes et al., 2007).
4.1. Epandage agricole

Il consiste a épandre des boues traitées ou des composts sur des terres agricoles pour se
bénéficier de leur pouvoir fertilisant (Figure 02). Les MO qui pénétrent a travers les couches
superficielles du sol, sont dégradées par les microorganismes existants dans I'environnement
puis transformées en matiére minérales assimilées par les plantes pour se développer.
L'épandage agricole doit en préférable utiliser des boues stabilisées voire hygiénisées afin
d'éviter les nuisances olfactives liées aux fermentations et limiter les risques sanitaires.
L'épandage est privilégié du fait de son triple intérét: économique, agronomique et

environnemental (Macquet, 2010).

Cette valorisation a des limites malgré les intéréts qu’elle présente. Elle est assez mal
acceptée par le grand public a cause de la présence des ETM, des CTO et les germes

pathogenes dans les boues ( Metahri, 2012).
4.2. L'incinération

Elle représente 15% a 20% du tonnage des boues, mais induit de forts colts pour les
exploitants des stations d'épuration. Les déchets sont brdlés dans une chambre a trés haute
température (de préférence a 1200°C) avec une fourniture suffisante en Oxygéne pour oxyder
tous les matériaux organiques. Elle peut ainsi détruire 99,9 % des déchets organiques (y
compris les composes organiques chlorés) si elle est convenablement utilisée (Jardé, 2002).
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L’incinération permet une réduction de volume et s’aveére particuli¢rement utile dans le cas
de bio-solides fortement contaminés, donc non valorisables. C’est aussi une solution
intéressante dans le cas d’un éloignement des débouchés (zones urbaines) évitant le transport
des boues. L’incinération impose aussi de gérer les cendres inertes et de purifier les gaz
acides. De nouvelles voies de valorisation émergent pour les cendres et/ou résidus minéraux
(Pony, 2009).

4.3. La mise en décharge

La mise en décharge est le procédé le moins écologique, car il est responsable de

dégagement gazeux toxiques et a effet de serre (Pernin, 2003).

Les boues destinées a la mise en décharge sont les boues non conformes aux seuils de
recyclage ou celles dont I'épandage agricole est localement impossible. Ces boues peuvent
étre stockées dans les décharges réservees aux ordures ménageres avec un seuil minimal de
siccité de 30%. Les boues urbaines sont considérées comme des déchets fortement évolutifs
conduisant a la formation de lixiviats et de biogaz. Elles sont valorisables et leur dép6t au
centre d'enfouissement techniques (CET) est d'un bref délai. Leur stockage doit étre dans des

silos imperméables moins des nappes souterraines ou des sols agricoles (Gaélle, 2004).
4.4. Fabrication de matieres fertilisantes

Les boues sont utilisées comme matiere premiere pour la fabrication d’engrais ou
d’amendements calcique et organique. Les composts, issus du mélange des boues d’épuration
et des déchets verts, des écorces, etc., sont actuellement une des voies les plus prometteuses.
En effet, le compost a un effet amendement par 1’apport d’humus, un effet engrais et un effet
biostimulant, en étant support et aliment de [’activit¢ biologique. Les boues peuvent
également étre déshydratées et utilisées sous la forme de granulés. Ces boues présentent
I’avantage d’avoir un contenu en métaux lourds et en Azote moins éleve que dans les boues

non asséchées (Cerra et al., 2014).
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Figure 02: La reutilisation des eaux traitées et la valorisation de boues traitées en compost
(Baudez et al., 2010).

5. Les risques des boues
L’utilisation des boues en agriculture peut induire des risques :

e Sanitaires directs pour ’utilisateur, ou indirects pour le consommateur de produits

animaux ou végétaux ayant été en contact ou cultivé avec les boues.

e De contamination du milieu hydrique superficiel par lessivage ou du milieu hydrique
souterrain, car le pouvoir de rétention du sol a ses limites et nécessite une gestion tres

rigoureuse.

e A travers la réglementation, la valorisation des boues en agriculture prend en compte

ces risques pour assurer 1’innocuité de 1’épandage.

Les facteurs de risques sanitaires de 1’épandage sont classés en trois catégories li€es aux
agents biologiques pathogénes, aux éléments traces metalliques et/ou composés traces

organiques (Laville et Barnat, 2001).
5.1. Risques sanitaires
5.1.1. Risques microbiologiques

Les pathogénes des sols ne pénétrent en genéral pas dans les vegétaux ou de fagon
exceptionnelle a la suite de blessure de la plante. Leur nombre décroit plus ou moins

rapidement dans le sol et certains pathogénes peuvent y survivre tres longtemps. C'est le cas

11
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par exemple de Listeria monocytogenes qui peut resister plusieurs années dans le sol ou

encore certains parasites (Attab, 2011).

Les procédés de traitement primaires des eaux usées résiduaires concentrent les différents
microorganismes avec les boues. Ainsi, les eaux usées sont moins concentrées en agents

pathogenes que les boues brutes primaires (Laville et Barnat, 2001).
5.1.2. Risques chimiques

Ces risques, contrairement aux risques microbiologiques, ne sont pas des risques
immédiats mais des risques potentiels liés a I’accumulation a long terme, de petites quantités
de contaminants dont certains sont présents dans les sols a 1’état naturel, comme les métaux.
Parmi les composés réglementés, on distingue les éléments traces métalliques (Arsenic,
Cadmium, Chrome, Nickel, Plomb, Zinc, Mercure, Sélénium) et les contaminants organiques
(benzo(a)pyréne, phtalates, PCB, dioxines...etc.). Cependant, la teneur en certains éléments
dans les boues peut étre élevée, et des apports répétés de boues par épandage pourraient a long
terme entrainer des accumulations incompatibles avec la qualité des cultures, peuvent a haute

dose, devenir toxiques pour les microorganismes des sols (Lozac’h, 2014).

Les Polychlorobiphényles (PCB) sont des hydrocarbures aromatiques polycycliques
chlorés, tous connus comme cancérogenes. Cependant ils sont persistants et peuvent faire
craindre une accumulation. Au niveau réglementaire, des concentrations limites sont définies
dans les boues. Cependant, I’animal pouvant se contaminer par ingestion directe (épandage
sur paturages), les risques de contamination humaine par consommation de produits animaux,
riches en graisses (viandes, lait) existent pour les composés traces qui ont tendance a

s’accumuler dans les graisses animales (Amiard, 2011).
5.2. Risques environnementaux

Jusqu’a tout récemment, la plupart des études sur la dynamique des éléments traces
métalliques apportés par épandage de boues dans les sols, avait pour objectif les transferts sol
/ plante et pour finalité les risques de contamination de la chaine alimentaire. Pour évaluer les
conséquences sanitaires chez ’homme de I’accumulation des polluants dans les sols @ moyen
et long terme, il est important d’identifier les différentes voies de dispersion de ces
contaminants et de pouvoir quantifier leur transfert d’un compartiment a ’autre (boue, sol,

microorganismes du sol, végétal, animal domestique,...etc.) (Amiard, 2011).

12
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5.2.1. Transfert sol / atmospheére

Certains microorganismes anaérobies présents dans le sol et les boues sont capables de
réduire certains éléments traces métalliques (Sélénium, Mercure) en des formes volatiles qui
peuvent étre directement fixés par la partie aérienne des végétaux couvrant le sol (Laville et
Barnat, 2001).

5.2.2. Transfert sol / plante

Le transfert du sol & la plante peut se faire par deux voies : la voie aérienne et la voie
racinaire. Le transfert par voie aérienne est limité aux ETM volatils des boues, il intervient par
projection directe sur les parties végétatives lors de 1’épandage ou lors d’un phénomeéne de «
splash ». Le transfert racinaire des ETM dépend de leur biodisponibilité. L’absorption des
ETM par la plante dépend aussi de I’espéce et de la variété (plantes Iégumicres fortes
accumulatrices contrairement aux céréales et aux mais), de [’organe de la plante
(essentiellement les racines), de 1’age. Par ailleurs, les HAP et les PCB apportés par les boues
sont faiblement absorbés par le systéme racinaire, le transfert est inférieur a 4,4 % (Dollé et
al., 2010).

5.2.3. Transfert sol /animal
Le transfert des ¢léments a 1’animal intervient essentiellement par ingestion ou inhalation.

L’accumulation a la surface du sol d’éléments résultant de 1’application de boues peut
représenter un risque de contamination directe de la chaine alimentaire lors du paturage. Les

animaux absorbent souvent un mélange de terre et d’herbe (Laville et Barnat, 2001).

Enfin, le taux d’absorption est différent suivant les ETM, suivant 1’age ou suivant la
quantité ingérée. L’ingestion de CTO au paturage par les animaux est possible et dans des
quantités parfois non négligeables. C’est le risque prépondérant de transfert de CTO vers les
produits. Le deuxiéme risque de transfert est lié¢ au broutage de I’herbe lors du paturage ou a
la consommation de végétaux récoltés sur des parcelles fertilisées avec des boues d’épuration.
Les transformations des substances chimiques absorbées ont majoritairement lieu dans le
foie. L élimination se produit par des voies multiples et peut conduire a la contamination des
produits (lait ou viande) (Dollé et al., 2010).
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1. Généralités

La génotoxicité est la propriété de certains agents physiques ou chimiques a déclencher des
erreurs dans le matériel géenétique lors de la division cellulaire, qui affecteront le patrimoine
génétique des organismes exposés. Ces erreurs peuvent étre des mutations se manifestant au
niveau d'un gene, et modifiant ou non sa structure. Ces erreurs peuvent aussi entrainer des

modifications plus importantes au niveau du chromosome (Record, 2009).

Différents niveaux d’altérations du patrimoine génétique ont été identifiés (Figure 03),
leurs causes et conséquences sont de plus en plus étudiées et de multiples tests de génotoxicité
ont été établis pour caractériser les propriétés des agents génotoxiques et pour prévenir les

conséquences des altérations de I’ADN (Record, 2009).

| | e

Génotoxicité ‘ Liaisons/lésions ‘ / Génotoxicité |
indirecte \ directe /

- Modifications structurelles =
_ lesions primaires

Enzymes de Protéines du Enzymes de
méthylation cytosquelette réparation

-

—

Mbdﬁﬁmﬁons fonct;’onnei’;‘é§ ; ;
. Parfaite

o
-">‘ Défectueuse ‘ Fautive ‘

Aneugénése l l
\ Mutation génique, chromosomique,

génomique

Figure 03 : Notions de génotoxicité directe et indirecte et leurs conséquences (Kienzler,
2013).

1.1. L’importance des plantes supérieures en écotoxicologie

Les végétaux supérieurs représentent d’excellentes sentinelles dans le cadre d’études
écotoxicologiques. Les végétaux chlorophylliens sont des producteurs primaires de biomasses
et contribuent au bon fonctionnement des écosystemes terrestres. Les plantes utilisent
I’énergie solaire en la transformant en énergie chimique via la photosynthése et permettent a
cette énergie de pénetrer dans les chaines alimentaires. Ils constituent également des habitats
pour la faune, participent au cycle geochimique des éléments et notamment, la formation de la

matiére organique, qui joue un rdle fondamental dans la fertilité des sols et assure une
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protection contre 1’érosion. Enfin, les plantes sont I'un des maillons d’entrée de certains
polluants dans la chalne alimentaire ce qui en fait un modéle d’étude indispensable pour
I’évaluation des dangers et des risques. Le fonctionnement et la stabilit¢ des écosystémes
terrestres sont principalement dépendants de la richesse spécifique des végétaux et de leur
composition. Les plantes ont été utilisées par de nombreux auteurs pour évaluer au laboratoire
la contamination des sols et d’autres matrices solides, étant Simples, bon marché et ne

présentant aucun probléme éthique (Foltete, 2010).

Les racines des plantes sont genéralement des outils utiles dans les tests biologiques, parce
qu'ils sont les premiéres structures d'étre exposés a des variations chimiques dans l'eau et le
sol (Agnes, 2012).

1.2. L’importance des plantes supérieures en génotoxicité

L’utilisation des plantes dans les tests biologiques est une aide afin de détecter des
contaminations génotoxiques dans 1’environnement. Les systémes végétaux peuvent fournir
des informations a propos d’une large gamme de dommages génétiques comprenant les
mutations et les aberrations chromosomiques. Les cellules mitotiques des racines ont été
utilisées pour détecter la clastogénicité potentielle de polluants, plus particulierement pour la
surveillance in situ des contaminants de 1’eau. Ainsi, les racines de Vicia faba et Allium
cepa ont longtemps été utilisées pour 1’évaluation des aberrations chromosomiques et des

micronoyaux (Bernard, 2013).

Les végétaux supérieurs représentent d’excellents candidats pour évaluer la toxicité en
général et en particulier la génotoxicité de substances chimiques et de matrices complexes

grace a leurs nombreux avantages:

e Le nombre et la structure des chromosomes de certaines plantes supérieures. Les
anomalies mitotiques sont faciles a détecter lorsque les chromosomes sont longs et en
nombre réduit permettant des études cytologiques facilitées. Par exemple: Allium cepa
(2n = 16), Pisum sativum (2n = 14), clones de Tradescantia (2n =12), Vicia faba (2n =
12) et Crepis capillaris (2n = 6), offrent d’excellents systémes de cytogénicité et
permettent la détection des aberrations chromosomiques lors de la méiose et de la

mitose ainsi que I’endommagement de I’ADN (Souguir, 2009).
e Le cycle de développement trés court de certaines espéces (Arabidopsis).

e Evaluation aisée de la génotoxicité des polluants chimiques utilisés purs ou en
mélange.
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La facilité de manipulation.

Les tissus veégétaux constituent, pour la plupart, le siége de transformations
métaboliques complexes capables d’activer les promutagenes, de la méme facon que

chez les animaux.

e Les deux systemes de division des cellules sont présents chez les plantes : la mitose
dans les cellules somatiques (racines, étamines,...etc.) et la méiose dans les cellules

germinales (cellules de pollen).

e L’un des grands avantages des plantes, qui se rapporte plus particuliérement a Vicia et

a Allium, est leur disponibilité.

e Les plantes permettent de détecter des criteres de génotoxicité nombreux et variés :
mutations, cassures de chromosomes, aberrations chromosomiques, échanges de

chromatides sceurs (Cotelle, 1999).
1.3. Les especes utilisées de plantes supérieures

Les especes végétales utilisées dans les tests de génotoxicité sont en nombre beaucoup plus
restreint, 18 seulement. Les especes les plus souvent mentionnées dans les questionnaires
sont: Allium cepa, Tradescantia et Vicia faba. Certaines especes végétales présentent
I’avantage de pouvoir étre utilisées a la fois dans des tests de toxicité et dans des tests de
génotoxicité : c'est le cas des trois espéces citées ci-dessus, mais aussi de Zea mays,
Arabidopsis thaliana, Glycine max et Hordeum vulgare. Ces deux dernieres plantes peuvent
étre employées aussi bien dans des tests sur cultures cellulaires que dans des tests sur plante
entiere. En matiére de génotoxicité, les plantes permettent d’évaluer de nombreux critéres ; les
plus souvent mentionnés sont les mutations, la formation de micronoyaux et les aberrations

chromosomiques (Cotelle, 1999).

Allium cepa et Vicia faba ont été utilisés comme plantes expérimentales pour test
d’aberration chromosomique et analyse du cycle cellulaire et la caractérisation du profil

protéique, respectivement (Haliem, 2011).
1.3.1. Vicia faba

La féve, Vicia faba est certainement I’un des premiers légumes que I’homme a cultivé. Les
archéologues en retrouve des graines sur des sites du pourtour méditerranéen, vieux de
plusieurs milliers d’années. Du fait, on ne connait pas 1’origine exacte de Vicia faba, car on ne

la connait pas a 1’état spontané. Elle pourrait peut-étre cependant descendre de I’espece

16



La génotoxicité Chapitre 11

méditerranéenne Vicia narbonense, transformée par des siecles de culture et de sélection. La
feve occupait la place du haricot avant que celui-ci n’apparaisse dans les potagers. Vicia faba
est une Fabacée (Tableau 02), d’une forme relativement proche du pois. Ses tiges sont
dressées, quadrangulaires, assez robustes et ramifiées elles atteignent 30 a 70 cm de haut. Les
feuilles sont épaisses, composées, aux folioles ovales vert- grisatre (Figure 04). La plante ne
porte pas de vrille pour s’accrocher, et peut parfois avoir besoin de s’appuyer sur un support

(Annane et Haddad, 2015).

Vicia faba L. est une espéce trés isolée dans le genre Vicia, en particulier sur le plan
cytogénétique : Alors que la majorité des autres especes du genre posséde 7 chromosomes de
petite taille, Vicia faba L. posséde 6 chromosomes de grande taille. Ces chromosomes sont
multi brins et présentent, sous forme super enroulée, une quantité considérable d’ADN. Le
caryotype de Vicia faba L. est tres simple. Toutes les variétés de la plante sont diploides, et
possedent 6 paires de grands chromosomes, dont 5 paires de chromosomes acrocentriques et
une paire de chromosomes métacentriques mesurant 15 um de long, soit environ le double de

la longueur des premiers (Annane et Haddad, 2015).

Figure04 : L’espece de vicia faba (Annane et Haddad, 2015).

1.3.2. Allium cepa

L'oignon est une plante herbacée bisannuelle de la famille des Liliacées (Tableau 02), elle
est cultivée comme plante potagere pour ses bulbes de saveur et d'odeur forte. Ces petites
fleurs de couleur blanche sont regroupées en une ombelle sphérique. Bulbe piriforme, arrondi

ou aplati, avec une base plus ou moins développée, fortement saillante a Iégerement courbée.
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Ecailles externes, seches, fermes et épaisses ou fines et minces selon la variété; géneralement

nervurées et laches ou bien adhérentes (Figure 05) (Hamdini, 2009).

Elle est a la fois un légume et un condiment précieux possédant de multiples propriétés
médicinales. L’intérét de 1’espece réside a la fois dans son importance économique (quatriéme
rang de la production mondiale pour les légumes) et ses caractéristiques biologiques (espéce

bulbeuse, photopériodique, a repos marqué et allogame) (Bedouh, 2014).

Figure 05 : L’espece d’Allium cepa (Neuman, 2002).
1.3.3. Tradescantia

Herbe vivace de la famille commélinacée (Tableau 02) a croissance rapide, a feuillage
coloré, originaire de I'Amérique, cultivée en appartement. Nom usuel « misére » (Figure 06).
Il est une habituée de nos intérieurs: sa croissance rapide, sa résistance et la simplicité de sa
multiplication sont sans doute au nombre des raisons de son succes. Elle est increvable, ou
presque : elle pardonne aisément les défauts d'arrosage (ses tiges charnues stockent l'eau en
prévision d'épisodes de sécheresse), elle peut se contenter d'une luminosité limitée et pousse
méme dans les sols pauvres. La misére se multiplie trés facilement par bouturage de tiges
dans I'eau, a tout moment de I'année. On peut aussi piquer les boutures directement dans du

terreau humide (James et al., 2015).
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Figure 06 : L’espece de Tradescantia misére (James et al., 2015).

Tableau 02 : La classification d’Allium cepa, Vicia faba et Tradescantia (Fritsch et Friesen,
2014 ; James et al., 2015 ; Oliveira et al., 2016 ).

L’espéce Allium cepa Vicia faba Tradescantia
(2n=16) (2n=12) (2n=12)
Regne Plantae Plantae Plantae
Sous-regne Tracheobionta Tracheobionta Viridaeplantae
Division Spermatophyta Magnoliophyta Magnoliophyta
Classe Liliopodia Magnoliopsida Equisetopsida
Ordre Liliales Fabales Commelinales
Famille Liliaceae Fabaceae Commelinaceae
Genre Allium L. Vicia L. Tradescantia L.

1.4. Les différents tests de génotoxicité associés aux plantes supérieures

L’utilisation des plantes dans les tests biologiques est une aide afin de détecter des
contaminations génotoxiques dans 1’environnement. Les systemes végétaux peuvent fournir
des informations a propos d’une large gamme de dommages génétiques comprenant les

mutations et les aberrations chromosomiques (Tableau 03). Les cellules mitotiques des
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racines ont été utilisees pour détecter la clastogenicité potentielle de polluants, plus

particulierement pour la surveillance in situ des contaminants de I’eau (Passagne et L’ Azou,

2010).

Tableau 03 : Exemples des plantes étudiées et tests associés (Souguir, 2009).

Systéme utilisé Tests de génotoxicité

-Division mitotique et aberrations

chromosomiques.
Allium cepa -MCN.
-SCE.

-Test des cometes.

Vicia faba -Division mitotique et aberrations

chromosomiques.

Hordeum vulgare -Aberrations chromosomiques en mitose et

méiose.

Crepis capillaris -Aberrations chromosomiques en mitose.

1.4.1. Test d’aberration chromosomique

L’un des marqueurs de la génotoxicité souvent recherchés sont les aberrations
chromosomiques dans les cellules, exprimées par nombre de cycles cellulaires ou par nombre
de cellules. On parle d'aberration chromosomique quand le nombre ou la structure des
chromosomes est anormal, liées a 1’exposition a des composés génotoxiques entrainant des

cassures d’ADN lors de la division cellulaire (Scarfi et Sannino, 2005).

Il s’agit de déterminer les anomalies du caryotype sur des cellules eucaryotes. Ce type de
test va donc pouvoir étre employé pour mesurer le potentiel génotoxique d’un composé in
vitro ou in vivo. Plusieurs types d’anomalies chromosomiques peuvent étre détectés,
notamment les anomalies du nombre de chromosomes ou les anomalies de structure des

chromosomes (Chakraborty et al., 2016).
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1.4.2. Induction des échanges de chromatides sceurs

Ce test analyse des anomalies chromatidiennes survenant en réponse a 1’exposition a un
génotoxique. Les échanges de chromatides sceurs entre chromosomes découlent de cassures
dans I'ADN et de la réversion des fragments brisés a une position presque équivalente apres
échange entre les deux chromatides sceurs d'un méme chromosome et par conséquent leur
formation dépendent de la phase S du cycle cellulaire ou des processus de duplication de
I'ADN. Le test est applicable pour tester in vivo et in vitro les effets d’une exposition a des

agents génotoxiques sur des cellules (Firbas et Amon, 2013).

Le test d’échange des chromatides sceurs est relativement fastidieux a pratiquer ; il
nécessite notamment la réalisation de cultures cellulaires. Il a I’inconvénient de ne pas
détecter forcément des Iésions fixées. Il requiert pour la surveillance du personnel exposé un
prélevement cellulaire et peut donc a ce titre étre considéré comme invasif. Le test d’échange
des chromatides sceurs est sensible a certains facteurs confondants, notamment le tabac et

aussi la consommation d’alcool (Firbas et Amon, 2013).
1.4.3. Test des cometes

Le test des cometes quantifie les cassures simples et doubles brins de I’ADN. Ces
derniéres sont tantét directement induites par le génotoxique (avec ou sans bioactivation),
tantdt consécutives au stress oxydatif induit par I’agent, tantot la conséquence de la mise en
ceuvre de systéme de réparation de I’ADN. Dans tous les cas, ce sont des 1ésions primaires a
I’ADN qui sont quantifiées (Figure 07). Il en est de méme avec les tests mesurant les adduits

ainsi qu’avec les tests évaluant I’intensité des réparations de I’ADN (Decome et al., 2005).

Le test des cométes qui est une technique sensible est capable de détecter des expositions a
de faibles doses. C’est un test facile en mettre en ceuvre, rapide et peu coliteux qui peut
s’utiliser a grande échelle. Alors que la signification biologique des 1ésions détectées dans le
test des comeétes n’est pas encore élucidée car la majorité des lésions sont réparables avant de

se fixer comme mutation, et I’analyse des données ne sont pas encore standardisées (Botta,
2002).
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Figure 07 : Aspects des cométes en fonction de I’importance de la fragmentation de I’ADN
(Moche, 2015).

1.4.4. Induction de micronoyaux

Le test des micronoyaux a été mis au point dans les années 70 et reste une méthode de
choix en évaluation génotoxique. Les micronoyaux sont générés par la perte de matériel
génétique au cours de la division cellulaire, lors de la transition métaphase/anaphase. Ils sont
formés des fragments chromosomiques et/ou des chromosomes entiers indépendants du noyau
principal au cours de la mitose (Figure 08). Il faut souligner que le micronoyau est un

dommage post-mitotique grave non réparable (Bassompierre, 2007).

Les micronoyaux, par conséquent, offrent un indice d’évaluation des cassures et des pertes
de chromosomes pratique et fiable et le test est applicable aussi bien in vitro qu’in vivo. Le
test des micronoyaux permet de déterminer aussi les cellules binucléées qui sont bloquées au
cytodiérese ou a la fusion cellulaire, ce qui permet de déterminer les cellules apoptotiques (El
Fels, 2014). lls constituent un dommage stable et persistant, qui persiste dans la cellule
pendant la durée de vie de celle-ci, le test des micronoyaux a d’ailleurs été présenté
récemment comme ayant une valeur prédictive pour le risque de cancer (Firbas et Amon,
2013).

Le test des micronoyaux présente cependant quelques limites : il manque parfois de
sensibilité vis-a-vis de certains types de pollutions organiques ou métalliques; son application

n’est possible que sur des populations cellulaires en division, et la proportion de micronoyaux
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observés dépend de la proportion de cellules qui se divisent réellement, du cycle cellulaire, de
la réplication de I’ADN (espéce-spécifique), et par conséquent des especes utilisées. C’est de
plus un événement rare qui nécessite une recherche sur un grand nombre de cellules qui peut
s’avérer trés fastidieuse méme si des outils comme la cytométrie en flux ou I’analyse

d’images automatisée permettent aujourd’hui de pallier ce probléme (Bassompierre, 2007).
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Figure 08 : Test de micronoyaux (Fenech et al., 2003).
2. Allium cepa

2.1. Description et importance de test Allium cepa

Le test classique pour I'étude des effets des produits chimiques sur les chromosomes de la
plante est le test d'Allium cepa. 1l utilise la racine incline de bulbes. Allium cepa a huit paires
de chromosomes relativement importantes ; Cela permet une détection facile des aberrations
chromosomiques. Le matériel végétal est disponible tout au long de I'année (Maluszynska et
Juchimiuk, 2005).
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Les plantes supérieures sont des matériel importants pour des tests géenétiques surveiller
les divers polluants présents dans I'environnement. Parmi les espéces de plantes, Allium cepa
a été utilisé pour evaluer les anomalies chromosomiques et des perturbations du cycle
mitotique. De nos jours, il a été utilisé pour évaluer un grand nombre d'agents genotoxiques,
qui contribue a sa demande croissante dans la surveillance de 1'environnement. L’Allium cepa
est couramment utilisée comme un organisme de test efficace en raison de ses caractéristiques
cinétiques de la prolifération et du chromosome approprié pour ce type d'étude et sa
sensibilite, elle est bon marche, facilement disponible et manipulé et présente de nombreux
avantages comme test de dépistage de génotoxicité par rapport aux autres tests a court terme
(Rossato et al., 2010). Dans le test d'Allium cepa, I’inhibition de la croissance des racines et
I'apparition de racines rabougris indiquent une cytotoxicité, tandis que la flétrissure de racine
explique la toxicité. Néanmoins ces deux observations sont dues a la suppression de I'activité
mitotique (Khanna et Sharma, 2013).

2.2. Caryotype et division cellulaire

Les membres de cette section sont diploides avec caryotypes homogénes caractérisés par le
nombre de chromosomes de base x = 8, dont trois se sont révélés métacentriques, trois

submétacentriques et deux chromosomes acrocentriques (Figure 09) (Akhavan et al., 2015).

(I8 A

sm m sm a sm

Figure 09 : Caryotype d’Allium cepa (Chakraborty et al., 2016).

La mitose ou division cellulaire est un mode de reproduction asexuée des cellules
eucaryotes permettant leur multiplication. Elle assure une parfaite parité génétique entre les
deux cellules filles produites. Les extrémités racinaires sont utilisées parce que les cellules y
sont de plus en plus actives, donnant une bonne chance de voir des chromosomes au cours des

différentes étapes de la division cellulaire (Raven et al., 2007).

Dans une cellule en voie de division, il existe deux étapes de durée trés inégale :

I'interphase qui sépare deux mitoses successives et la mitose. Durant l'interphase, les
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chromosomes sont déspiralisés et il est difficile de les distinguer du nucléoplasme. Ainsi
divers processus biochimiques ont lieu (en particulier, la duplication de I'ADN) (Raven et al.,
2007).

Pendant la mitose, I'enveloppe nucléaire se rompt et le nucléole se disparaisse, c’est la
prophase. Le contenu du noyau se condense en chromosomes visibles et les microtubules de
la cellule se réorganisent pour former le fuseau mitotique. A la métaphase, les chromosomes
déja dupliqués sont alignés sur le fuseau mitotique leurs centroméres se situant dans un plan
équatorial. La séparation des chromosomes dupliqués marque le début de I'anaphase pendant
laguelle les chromosomes vont aux deux poles du fuseau ou ils se décondensent et reforment
les noyaux; c’est la télophase (Figure 10). La cellule se divise en deux par un processus
appelé cytocinése qui marque la fin de la phase M du cycle cellulaire (Raven et al., 2007).

La division du noyau (cytodiérese) peut alors se dérouler. Cette phase est consacré a la
cellule végetale, La construction de la nouvelle paroi (cytocinese), enfin, est réalisée, séparant

définitivement les deux cellules filles (Raven et al., 2007).
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Figure 10 : Les différents stades de division visible dans une pointe de racine d’Allium cepa
(Raven et al., 2007).

2.3. Les differents parametres analyses par le test Allium cepa

Le test d’Allium cepa a été utilisé pour surveiller la nature génotoxique, cytotoxique et
mutagéne de différentes substances chimiques (Haliem et al.,, 2011). Les catégories

génétiques qui sont susceptibles d'étre analysés par ce systéme de tests sont :
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2.3.1. Laforme des racines

Les racines présentaient une sensibilité plus élevée, avec des effets importants, méme a la
plus faible concentration du produit chimique a tester. Ce paramétre est observable aprés 3-5
jours de traitement qui montrent le gonflement, le pliage et la décoloration des racines ou
radicelles (Khanna et Sharma, 2013).

2.3.2. L’indice mitotique

L'indice mitotique est un parametre qui permet d'estimer la fréquence des cellules dans la
division cellulaire, reflete la prolifération cellulaire et est considéré comme un parametre
important pour déterminer le taux de croissance des racines. Il est utilisé comme parametre
pour évaluer la cytotoxicité de plusieurs agents. Cet indice a été clairement corrélé a la
longueur des racines dans le test d'Allium cepa, ce qui suggeére que l'inhibition de la croissance

des racines résulte de I'inhibition de la division cellulaire (Abdel-Azeem et Elsayed, 2013).

Les niveaux de la cytotoxicité d'un agent peuvent étre déterminés par l'augmentation ou
diminution de ’'IM. La diminution de I’'IM dans les cellules méristématiques d'Allium cepa
peut étre considérée comme une méthode fiable pour déterminer la présence d'agents
cytotoxiques dans I'environnement et, donc, peut étre considérée comme un test sensible pour
estimer les niveaux de pollution. Par conséquent, plusieurs études ont utilisé I'évaluation de
I’IM pour détecter la cytotoxicité et la plupart d'entre eux ont montré des résultats satisfaisants
pour les analyses proposées (Leme et Marin-Morales, 2009).

2.3.3. Les aberrations chromosomiques

Les aberrations chromosomiques sont caractérisées par la variation soit de nombre total de
chromosomes ou de structure chromosomique qui se produisent a la suite de I'exposition du
traitement chimique. Afin d'évaluer les anomalies chromosomiques par le test d'Allium cepa,
plusieurs types d’AC sont considérés dans les différentes phases de la division cellulaire
(prophase, métaphase, anaphase et télophase).Toutefois, cette analyse n'est pas facile a
réaliser, car il nécessite une connaissance précise de la phase de division cellulaire et leurs
anomalies possibles. AC ont été regroupés en 2 types, clastogene et aberrations

physiologiques (Khanna et Sharma, 2013).
2.3.4. Les anomalies nucléaires

Certains auteurs ont récemment inclus un autre point de terminaison dans l'analyse d’AC

dans les cellules méristématiques d’Allium cepa, Ce caractére se réfere a des anomalies
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nucléaires. Les AN se caractérisent par des altérations morphologiques dans les noyaux
interphasiques, en conséquence de l'action de l'agent mis & l'essai. Généralement, ces
modifications sont observées dans le test d’Allium cepa comme les noyaux sphériques,
noyaux portant des bourgeons nucléaires, polynucléaires, mini cellules. La présence de
noyaux sphériques et polynucléaires peut indiquer un processus de mort cellulaire (Leme et
Marin-Morales, 2009).

2.3.5. Les micronoyaux

L’induction des micronoyaux est couramment utilisée pour détecter des dommages
génetiques provenant de l'exposition aux produits chimiques mutagenes. Selon certains
auteurs la MN peut étre formé a la suite des fragments acentriques ou de chromosomes
entiers ne pas incorporés dans le noyau principal durant le cycle cellulaire. Par conséquent,
toute substance qui est capable afin de promouvoir la formation des micronoyaux est
supposée clastogene ou aneugene. La taille de MN peut étre un parametre réel afin d'évaluer
les effets clastogenes et aneugénes chez Allium cepa, puisque cette espéce vient de caryotype
symeétrique, ce qui est homogéne en ce qui concerne la taille chromosomique, avec de grandes

et quelques chromosomes (2n = 16) (Khanna et Sharma, 2013).
2.3.6. Autres anomalies

La mort cellulaire ou l'apoptose est un processus biologique des organismes vivants. La
mort cellulaire a été induite par des concentrations élevées de produits chimiques toxiques et
d'autres. La présence de cellules binucléées a €té rapportée par plusieurs chercheurs dans
plusieurs genres suite a des traitements chimiques. La présence de cellules binucléées résultait
de l'inhibition du processus de la cytocinése de la division cellulaire (Khanna et Sharma,
2013).

3. Les effets génotoxiques et écotoxicologique des nanoparticules

3.1. Les nanoparticules

Les nanoparticules utilisées dans de nombreux domaines industriels depuis les années 90,
elles sont de plus en plus présentes dans notre quotidien (cosmétiques, peinture,
électronique,... etc.). Les nanoparticules sont des objets relativement fréquents. Il existe en
effet différentes sources de production des nanoparticules: les sources naturelles (incendies,
éruptions volcaniques,...etc.), les sources accidentelles (feux de bois, gaz d’échappement de

véhicule, freinage,...etc.) et les sources industrielles (nanoparticules manufacturées
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intentionnellement par I’homme). Les nanoparticules sont des particules ultra-fines (PUF)
dont au moins une dimension est comprise entre 1 et 100 nanometres. En effet, plus les
particules sont petites, plus le rapport surface/volume est éleveé (augmentation de la surface

d’échange disponible pour une méme masse de matériau), et plus le matériau est réactif

(AFFAST, 2008).

Les propriétés physicochimiques qui apparaissent a 1’état nanoparticulaire aménent a se
poser des questions quant aux risques physiques (incendie, explosion), sanitaires (surface
importante, forte capacité a franchir les barrieres physiologiques, interactions possibles avec

des biomolécules, etc.), environnementaux (persistance dans 1’environnement) (Seité, 2014).

Les scientifiques ont également pu démontrer que les boues d'épuration retiennent environ

95% des nanoparticules. Seuls 5% de I'argent restent dans les eaux épurées (Sacco, 2013).
3.2. Définition et caracteéristiques principales des nanoparticules d’Argent

Les nanoparticules d’Argent sont définie comme étant de 1’argent sous forme d’un
matériau naturel, formé accidentellement ou manufacturé, contenant des particules libres, sous
forme d’agrégat ou sous forme d’agglomérat, dont au moins 50 % des particules présentent
une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 et 100 nm. Il est difficile d’évaluer les

rejets d’Argent et de NAgQ dans I’environnement, du fait du peu de mesures réalisées

(INERIS, 2014).

On estime a plus de 300 tonnes la consommation annuelle de nanoparticules d'argent dans
le monde dont une partie considérable transite par les eaux usées avant de se retrouver dans le

cycle hydrologique (Sacco, 2013).

Les nanoparticules d'Argent (NAg) sont I'un des nanoparticules congus plus largement
utilisés en raison de leur potentiel antimicrobien et la sécurité associés a I'utilisation humaine
et I'environnementale (INERIS, 2014).

Les nanoparticules métalliqgues a base de cuivre, de zinc et d'Argent montrent une
cytotoxicité plus importante Les nanoparticules d’Argent (NAg) sont les plus
commercialisées, utilisées en médecine comme antiinfectieux (traitement des plaies....)

(Manke et al., 2013).

Des modifications significatives de la biodiversité peuvent en résulter. En 2010 les
nanoparticules d’Argent ont été classées parmi les quinze substances les plus préoccupantes

du point de vue de la biodiversité dans les eaux, altérant la photosynthése chez les algues et

28



La génotoxicité Chapitre 11

perturbant la dénitrification des nappes; il est également a 1’origine de résistances multiples
chez diverses bactéries pathogenes. Par ailleurs la dispersion des nanoparticules dans le milieu

aboutira a une contamination de la chaine alimentaire qui devra étre surveillée (Anses, 2015).
3.3. Les effets des nanoparticules
3.3.1. Les effets des nanoparticules sur les plantes

Chez les plantes, les nanoparticules peuvent pénétrer par les racines, mais aussi par les
stomates des feuilles. On peut ainsi observer une obstruction des stomates et une modification
des échanges gazeux. Dans le cas d’un passage par les racines, la biodisponibilit¢ des
nanoparticules est trés difficile a prévoir, car elle est modifiée par les interactions avec les
composés du sol. Le passage de la paroi cellulaire est conditionné par la taille de la
nanoparticule, qui doit forcément étre inferieure au diametre des pores, sauf en cas de Iésions.
Et doivent donc étre considérées comme potentiellement bioaccumulables. Le passage de la
membrane cellulaire lui-méme pose débat. Elle peut étre traversée par endocytose, en utilisant
des protéines de transport membranaire ou en empruntant des canaux ioniques (Pesnya
Dmitry, 2013).

De maniére plus globale, les nanoparticules peuvent perturber la photosynthese et les
¢changes gazeux, inhiber I’¢longation racinaire et plus rarement la germination des graines.
Ces deux effets se produisent néanmoins pour des concentrations élevées de nanoparticules. A
concentrations inférieures les tests de germination et d’élongation racinaires ne seraient pas
adaptés a I’évaluation de la toxicit¢ des nanoparticules sur les plantes, par manque de

sensibilité et de reproductibilité (Pesnya Dmitry, 2013).
3.3.2. Les effets génotoxiques des nanoparticules

La petite taille des nanoparticules pourrait par exemple leur permettre de pénétrer dans les
tissus et passer la membrane cellulaire. Une fois dans la cellule, leurs propriétés catalytiques
pourraient genérer des espéces radicalaires (ERO: Espéce Réactive d’Oxygene) et causer de
Sérieuses altérations dans I’ADN (Figure 11). En fonction de leurs caractéristiques,
notamment de taille et de surface, certains nanomatériaux ont la capacité de pénétrer dans le
noyau par les pores nucléaires ou par diffusion a travers la membrane nucléaire (Manke et al.,
2013).

Les nanomatériaux peuvent également étre internalisés dans le noyau lors de la mitose,
lorsque la membrane nucléaire disparait puis se reforme dans chaque cellule fille. Les

nanomateriaux peuvent donc interagir directement avec les molécules d’ADN a différentes
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phases du cycle cellulaire, pendant I’interphase pour les nanomatériaux présents a 1’intérieur
du noyau, ou pendant la mitose lorsque I’ADN n’est plus protégé par la membrane nucléaire.
Cette interaction peut mettre en cause les nanomatériaux eux-mémes mais aussi des ERO

génerées a leur surface (Babu et al., 2007).
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Figure 11: Mécanisme possible de toxicité des nanoparticules d’argent (Manke et al., 2013).
» Interactions avec d’autres constituants cellulaires

Il est généralement considéré que les nanomatériaux pourraient interagir avec des
constituants cellulaires de dimensions comparables, tels que les microtubules (25 nm de
diametre) ou les filaments d’actine (7 nm de diametre) et perturber le processus de division
cellulaire. Une interaction avec les filaments d’actine pourrait perturber la cytocinese. Une
interférence avec les microtubules et/ou les kinétochores pourrait entrainer une mauvaise
ségrégation des chromatides. Ces interactions des nanomatériaux avec le fuseau mitotique ou
des protéines associées peuvent donc induire une anomalie du nombre de chromosomes, ou
aneuploidie (Tello et al., 2011).

» Interaction des nanomatériaux avec des protéines

Des perturbations du cycle cellulaire peuvent egalement étre induites par I’interaction de
nanomatériaux avec des protéines kinases responsables de la régulation des évenements du

cycle cellulaire, tels que la réplication de I’ADN et la division cellulaire. Certains
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nanomatériaux peuvent aussi interagir avec des proteines nucléaires impliquées dans la

réplication ou la transcription de I’ADN, perturbant ainsi ces processus (Tello et al., 2011).
3.4. Effet toxicologique et écotoxicologique des nanoparticules d’argent

Les nanoparticules d’Argent induit un relargage plus soutenu d’ions Ag+ que 1’argent
conventionnel. Une fois relarguées dans I’environnement, les nanoparticules se comportent

généralement de la maniére suivante :
e Elles restent en suspension comme particules individuelles.
e Elles forment des « clusters » avec d’autres particules.
e Sedissolvent dans un liquide.

e Subissent une transformation chimique au contact de matiere organique ou autre
(Tello et al., 2011).

De plus, il est aussi possible que les nanoparticules d’argent puissent relacher des ions Ag+
qui ont des effets toxiques connus. Les nanoparticules d’argent ont le potentiel de se lier aux
membranes des cellules et ainsi de leur causer de grands dommages. Il est possible qu’elles
entrent dans les cellules et causent des dommages cellulaires pouvant méme causer la mort de
la cellule. On peut méme envisager que les nanoparticules d’argent soient plus toxiques que
I’ion libre Ag+ car, contrairement a I’ion, si elles sont sans charge, elles seront
potentiellement plus facilement capables de pénétrer la membrane cellulaire. Le mode
d’action des NAg n’est pas encore totalement compris mais I’hypothése est qu’une fois a
I’intérieur de la cellule elles se lient aux ligands contenant du sulfure permettant ainsi la

dénaturation des protéines, ce qui causerait la mort de la cellule (Benoit, 2012).

L’Argent de facon générale n’est pas facilement éliminable. Il présente une grande
persistance dans l'environnement, il s'accumule dans I'eau, les sédiments, les sols et les
organismes. Il est considéré comme l'un des métaux les plus toxiques pour les plantes, les
phytoplanctons, ainsi que pour les poissons et organismes aquatiques. A 1’heure actuelle, la
destruction par les nanoparticules d’argent de bactéries vitales importantes dans le
fonctionnement et 1’équilibre des écosystémes (dégradation de matiére organique,
transformation, recyclage de nutriments) mais aussi du fonctionnement des boues activées des
stations d’épuration des eaux usées reste fortement redoutée. Cependant, les multiples facteurs
abiotiques présents dans ces environnements, la salinité notamment, pourraient diminuer la

toxicité du NAg vis-a-vis des bactéries (Benoit, 2010).
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Il existe aussi des indices que I'argent ionique présenterait, sous forme de nanoparticules,
une toxicité plus forte, ou que ces nanoparticules seraient en soi toxiques. La présence dans
les eaux usées de résidus de produits contenant des biocides a I'argent souléve donc nombre
d'inquiétudes, car les boues de stations d'épuration peuvent étre épandues sur des terres
agricoles ou bien, une fois sechées, servir de remblais, ou encore finir a I'incinérateur. Or cet
argent biocide peut aussi perturber le fonctionnement d'éléments clés de la vie microbienne
des sols (Benoit, 2010).
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1. L’étude génotoxique (test d’Allium cepa)

Les analyses génotoxiques de ce travail ont été réalisées dans les laboratoires de
microbiologie et de biochimie du département de Biologie a I'université 08 Mai 1945

Guelma.

Nous allons essayer d’évaluer la génotoxicité¢ des boues liquides prélevées de la station
d’épuration de Guelma avant et apres leur traitement par les nanoparticules d’argent, en

utilisant le test des aberrations chromosomiques dans les racines d’Allium cepa.
> Prélevement des échantillons

Le prélevement et le transport des échantillons doivent étre prise en compte afin de
conserver l’intégrit¢ de prélévement qui sont effectués directement sur la tuyauterie de
transfert (Figure 12) dans une bouteille en plastique et conservé dans une glaciere durant

I’acheminement vers le laboratoire puis au réfrigérateur a 4°C.

Figure 12 : Le bassin de prélevement des boues liquides : bassin de stabilisation.

» Traitement des boues liquides aux nanoparticules d'argent:

Les nanoparticules d'argent (solution liquide a 0.02N) fournit par Sonatrach de Skikda ont
été utilisées pour le traitement des boues liquides a une concentration de 0.25 mM comme
mentionné dans les travaux de (Bouchelaghem et Bouregaa, 2015).

1.1. Matériel biologique

Le matériel végétal utilisé dans ce travail est les bulbes d’oignon Allium cepa L. Les

bulbes de I'oignon ont été achetés aupres d’un supermarché de la wilaya du Guelma.
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1.2. La technique

Dans cette étude nous avons utilisé les cellules du méristeme racinaire Allium cepa L. pour
la confirmation de I’anomalie chromosomique détecté qui survient généralement lorsqu’il y a
une erreur dans la division cellulaire pendant la mitose, le protocole de ce test est inspiré de

celui de Liman et al., (2010). Les principales étapes sont résumées dans la figure 13.
1.2.1. La culture des bulbes

Vingt bulbes propres et sains d’Allium cepa L. ont été pris pour chaque traitement ainsi
que le controle. Les écailles seches brunes externes ont été enlevées avec grattage des fonds
des bulbes sans détériorer la surface d'ou émergeront les racines. Ensuite les bulbes ont été
mis a germer dans des gobelets de I'eau distillée a température ambiante (20-25 °C) pendant
48h a I’obscurité dans un endroit aéré. Sauf les bulbes les plus germées ont été utilisés. Il
s’agit de placer les six bulbes germés sur une deuxiéme série de six béchers contenant
I’échantillon a tester (les boues sans traitement) et une autre série de six bulbes ont été mis
dans les boues traitées par les nanoparticules d’argent de fagons a ce que seules les racines
soient immergées. Les six autres sont terminent leur germination dans I'eau distillée comme

des contrbles négatif et permettre aux racines de se développer pendant encore 24 heures.
1.2.2. La fixation de I’extrémité racinaire

Les racines sont nettoyés a 1’eau distillée et les deux derniers centimeétres sont prélevés et
fixés a 4°C pendant une durée minimale d’une nuit dans un mélange éthanol/acide acétique
glacial (3V : 1V) préparé extemporairement. Ce mélange appelé solution de Carnoy est trés
instable. Il peut se produire une estérification s’il n’est pas préparé au moment de 1’utilisation.
L’éthanol a pour effet de précipiter et dénaturer les protéines, de dissoudre certains lipides et
de durcir les tissus. L’acide acétique est un bon fixateur des chromosomes, il précipite les

protéines du noyau.

Les extrémités racinaires peuvent ensuite étre conservées a long terme dans 2,5 ml de
I’éthanol a 70% pour une observation différée ou bien étre hydrolysées dans le cas d’une

observation immédiate.
1.2.3. La coloration de P’extrémité racinaire

Les extrémités racinaires sont alors hydrolysées dans HCI 1N pendant 8 min a 60 °C et

transférées dans 1’eau distillée pendant 5 min, changer ’eau distillée 3 fois (5 min/fois).
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Germination des bulbes d’Allium cepa == Exposition des bulbes d’Allium cepa aux
(pendant 2 jours) boues liquides (pendant 24 h)

Fixation et conservation des extrémités ===  Hydrolyse des extrémités racinaires.

racinaires.

Coloration par le réactif === Décoloration dans I’eau == Observation des cellules

de Feulgen. distillée. au microscope.

Figure 13 : Les étapes du test des AC dans les racines d’Allium cepa.
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Les racines sont ensuite colorées a 1’obscurité avec le réactif de Feulgen pendant 20 a 25 min.
apres la coloration, les racines sont ensuite transférées dans de 1’eau distillée pendant 2 min a

I’obscurité, parce que les extraits de plantes sont photosensibles.

I s’agit ensuite de poser les racines sur les lames et couper la partie claire de la partie
foncée et celle-ci est coupée en tres petits morceaux. Mettre sur chaque racine une goutte de
45% d’acide acétique glacial, couvrir par une lamelle et appuyer par un papier filtre. Aprés
cette étape, utiliser le vernis a ongle transparent pour sceller les lamelles et éviter

1I’évaporation de 1’eau.
1.2.4. Examen des cellules des extrémités racinaires

Plusieurs lames ont été examinées, sauf six lames de chaque type de boue ont été analysé

statistiquement.

Les cellules sont examinées au microscope optique en utilisant I’objectif x40 pour 1’indice
mitotique et [’objectif x60 pour les aberrations chromosomiques. Pour I’IM, les différentes
étapes de mitose ont été comptées dans un total de 6000 cellules (1000 cellules / lame) et
exprimées en pourcentage. Pour les aberrations chromosomiques, 100 cellules

métaphase/anaphase par lame étaient examinées.
1.3. L’ analyse statistique

Les données de I’IM, les phases de la mitose, exprimée en pourcentage, et les niveaux de
signification dans les différents groupes de traitement ont été analysés. Les tests de
comparaisons multiples de Duncan ont été effectués en utilisant une analyse unidirectionnelle

de variance (Anova) sur la version SPSS 15.0 de Windows.
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Résultats et Discussion

Chapitre 11

1. Résultats du test d’Allium cepa

Dans ce chapitre, nous allons présenter les résultats relatifs aux effets génotoxiques des
boues avant et aprés traitement par les nanoparticules d’argent sur les extrémités racinaires
d’Allium cepa L. Ces effets sont estimés par le comptage du nombre de cellules en division et
la détermination de leur potentiel & induire des aberrations chromosomiques et des variations

de I’indice mitotiques.

Les résultats du test d’Allium cepa L. sont présentés dans les tableaux (04 et 05). La
caractérisation de la cytotoxicité et de la génotoxicité des boues liquides traitées par les
nanoparticules d’argent et les boues sans traitement prélevées a été surveillée par I'analyse de

I’indice mitotique et par la fréquence des aberrations chromosomiques.

L’analyse statistique a montré que les valeurs de l'indice mitotique ont été les plus basse
dans les cellules des extrémités racinaires d’Allium cepa L. exposées aux boues non traitées
était de (9.29+£0.58), et I'IM des boues traitées par les nanoparticules d’argent était de
(11.96+0.54) en comparaison avec le controle (21.03+1.71) ; A 24 h d’exposition racinaire
aux boues liquide avant et apres traitements on enregistre que les valeurs de I'indice mitotique
est 56,9% et 44,1% plus faible que celui du témoin respectivement. Alors que I’IM des boues
traitées est 25,2% plus élevé que celui des boues non traitées a une dose de 0,25 mM (Tableau
04).

Tableau 04: Les effets des boues liquides avec et sans nanoparticules d’argent sur 1’indice

mitotique et les phases mitotiques dans les extrémités racinaires d’Allium cepa L. aprés 24 h.

Phases mitotiques (%) + (DS)*
Traitement NCC| IM£DS
Prophase | Métaphase | Anaphase | Télophase
6574 | 21.03+1.71 |86.5+2.72 | 6.26+1.79 |2.38+0.57 | 4.85+0.52
Controle
a a a a a
o 6057| 9.29+0.58 [91.74+1.14 5.04+0.82 | 1.79+0.17 | 1.42+0.47
Boue liquide
b b a b b
Boue liquide avec les 11.96+0.54 97.32+1.09 1.71+0.23 | 0.97+0.36
nanoparticules d’argent | 6053 c c b c

* Moyennes avec la méme lettre ne différent pas statistiquement au niveau de 0,05.

NCC: Nombre de Cellules Comptées.
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IM : Indice Mitotique.
DS: Déviation Standard.

Si l'indice mitotique diminue par apport a celui du contrdle négatif, cela indique un blocage
des mitoses par les polluants (Leme et Marin-Morales, 2009). Il est accompagné de diverses
anomalies qui peuvent étre soient de type clastogéniques soient de type aneugéniques. En
revanche, I’'IM plus élevés que le contrble négatif sont les résultats d'une augmentation dans
la division cellulaire, qui peuvent étre nocif pour les cellules, menant & une prolifération

désordonnée et méme a la formation des tissus tumoraux (Leme et Marin-Morales, 2009).

L’interaction des nanoparticules avec des composés organiques toxiques a diminuer la
toxicité de ces composés (Buffet, 2012). Donc on peut suggérer que les nanoparticules
d’argent interagissent avec les composants toxiques des boues et donc diminuant le niveau de

cytotoxicité a une concentration de 0.25 mM.

La fréquence des cellules en prophase est plus élevée concernant les boues traitées par les
nanoparticules d’argent (97.32+1.09) et les boues non traitées (91.74+1.14), par rapport au
contrle (86.5+2.72). Par ailleurs, pas de différence significative pour la fréquence des
cellules en métaphase dans les boues non traitées (5.04+0.82), et une réduction dans les boues
traitées (1.71+0.23). Il est révélé que la fréquence de I’anaphase et de la télophase est réduite
avec les deux types de boues ou aucune télophase n’a été observée dans les boues traitées
aux NAg (Tableau 04).

La réduction de I'IM a clairement montré 1'effet mito-depressive et cytotoxique des boues
liquides. Cela pourrait étre di a I'obstruction du début de la prophase, I'arrestation d'une ou
plusieurs phases mitotiques ou a une progression plus lente des cellules de la phase S
(synthése de I'ADN) a la phase M (mitose) du cycle cellulaire. L’augmentation de 1’IM aprées
traitement par la suspension de NAg, peut s'expliquer par leur capacité de diminué la toxicité

des composées des boues a une concentration de 0.25 Mm (Renjana et al., 2013).

La transformation des NAg provoquée par des réactions avec des ligands organiques ou
inorganiques a des effets sur la stabilité physique et chimique de ces NPs et donc aussi sur
leur toxicité potentielle. Puisque de nombreux polluants sont actuellement présents dans
I’environnement, il est probable que les nanoparticules puissent se lier a ces polluants pour
former des mixtures complexes dont le comportement et la toxicité restent difficiles a évaluer
(Buffet, 2012).
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D’autre part, on a montré que les boues traité et non traité aux NAg induisent un taux
significatif des anomalies chromosomiques. Ce pourcentage est 4,18 fois plus élevé avec les
boues non traité, tandis qu'il diminue avec les boues traitées par 2,39 fois (Tableau 05).

Tableau 05: Pourcentage des aberrations chromosomiques des boues liquides avec et sans

nanoparticules d’argent obtenues par le test d’Allium cepa L. métaphase-anaphase apreés 24 h.

Anomalies Métaphase-Anaphase (%)
Traitements

NCC | CM | ACM | PCA | ACA | CV | AM | AT*DS

6574 | 0.56 | 0.05 | 0.16 | 0.02 | 0.18 | 0.12 | 1.09+0.28

Controle
a

6057 | 0.64 291 | 0.34 | 0.6 0.02 | 0.05 | 4.56+0.38

Boue liquide
a b

Boue liquide avecles | 6053 | 0.63 | 078 | 005 | 0.18 | 0.14 | 0.10 191:0.24

nanoparticules d’argent c

* Moyennes avec la méme lettre ne différent pas statistiquement au niveau de 0,05.
NCC: Nombre de Cellules Comptées.

CM: C-métaphase.

ACM: Adhérence des Chromosomes en Métaphase.

PCA: Pont Chromosomique en Anaphase.

ACA: Adhérence des Chromosomes en Anaphase.

CV: Chromosome Vagabond.

AM: Anaphase Multipolaire.

AT: Anomalies Totales.

DS: Déviation Standard.

Les Anomalies les plus fréquentes dans les deux types de boues étaient 1’adhérence des
chromosomes « stickiness » en métaphase et anaphase, I’adhérence des chromosomes est I'un
des anomalies majeures, indiqué dans la présente étude. Elle est le résultat d'une condensation
et une augmentation de la contraction chromosomique ou en raison de la dépolymérisation de

I'ADN et de la dissolution partielle des nucléoproteines dans les chromosomes. Il est suggére
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que I’adhérence reflete un état hautement toxique et généralement irréversible qui conduit

probablement & la mort cellulaire selon (Agnes, 2012).

La présence des chromosomes vagabonds et de c-métaphase peut étre attribuée a la
défaillance de I'appareil fusorial d'organiser et de fonctionner de facon normale. Des
observations similaires ont été faites par d'autres chercheurs ou c-métaphase était considérée
comme le signe d'un faible effet toxique qui peut étre réversible. Cependant, ces changements
peuvent induire la formation de cellules polyploides s’ils ne sont pas inversés. Les
chromosomes vagabonds qui n'étaient pas organisés a un stade particulier de la division
mitotique ont aussi été observés. Cette anomalie peut étre causée par une répartition inégale
des chromosomes avec les chromatides appariés dans lequel résulte de la non-disjonction des
chromatides en anaphase. Les chromosomes Vagabonds étaient un faible effet c-mitotique
indiquant le risque d'aneuploidie. Les ponts chromosomiques sont une autre anomalie
couramment observé que se sont probablement formé par la réunion des extrémités des
chromosomes brisés. Des fragments chromosomiques peuvent survenir en raison de
I'allongement des chromosomes en métaphase, suivi par le bris sur ces sites fragiles (Abdel-
Azeem et Elsayed, 2013).

Une faible fréquence des cellules avec des chromosomes retardataire en raison de
I'incapacité des chromosomes d'attaché au fuseau mitotique et de déplacer a un des deux
pbles. L'induction de chromosomes perturbés a ana-télophase refléte principalement son effet
sur les fuseaux mitotiques, modifier l'orientation des chromosomes au cours du cycle
cellulaire résultant par 1’altération de la fonction de fuseau mitotique. Les MN peut étre formé
a la suite des fragments acentriques ou retardataires (de chromosomes entiers) ne pas
incorporés dans le noyau principal durant le cycle cellulaire, qui peut conduire a une perte de
matériel génétique. Des cellules binucléé ont été aussi observées résultent d’un blocage au

cytodiérese ou a la fusion cellulaire (Abdel-Azeem, 2014).
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Figure 14 : Les différentes aberrations chromosomiques observées dans les méristemes

racinaires d’Allium cepa avec et sans traitement par les nanoparticules d’argent aprés 24 h.

(1a) Adhérence de Chromosome en Anaphase ,(1b) Pont Chromosomique, (1c) Fragment
Chromosomique en Anaphase, (1d) Perturbation Anaphase Télophase, (1e) Anaphase
Multipolaire, (1f) C-Anaphase, (1g) Chromosome Vagabond dans I’ Anaphase, (1h) anaphase
désorienté, (2a) Chromosomes liées , (2b) Adhérence de Chromosome en Métaphase , (2c)
Micronoyaux en Meétaphase, (2d) C-métaphase (3) chromosomes trainard en télophase (4)

Micronoyaux, (5) cellule binucléée, (6) noyau avec bourgeon.
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Conclusion

A T’heure actuelle, 1’épandage agricole des boues reste la principale filiere d’élimination.
Toutefois, la présence possible de certains micropolluants (organiques et les métaux lourds)
est un sujet de préoccupation. Sachant que les boues d'épuration a la sortie de station de
traitement des eaux usees peuvent contenir des nanoparticules d'argent, les plantes supérieures
ont été utilisées comme un systeme genétique utile pour le dépistage et la surveillance de cet

élément dans l'environnement.

Par conséquent, dans le présent travail de recherche les méristémes racinaires d’Allium
cepa L. ont été utilisés pour évaluer la cytotoxicité et la génotoxicité des boues liquides
provenant de la station d’épuration de la ville de Guelma avant et aprés traitement par des

nanoparticules d’argent.

Les résultats de notre travail montrent que les boues liquides présentent une charge
cytotoxique et génotoxique significative par la diminution de I’indice mitotique et
I’augmentation de la fréquence des aberrations chromosomiques particulierement la C-
métaphase et 1’adhérence des chromosomes avant traitement des boues bien que les
nanoparticules d’argent ont la capacité d’améliorer certaines valeurs de ces paramétres (IM),
ce traitement conduit a une augmentation significative de pourcentage des cellules en
prophase ce qui signifié un blocage des cellules en phase S de cycle cellulaire et a de
nombreuses aberrations chromosomiques de type C-métaphase et adhérence des
chromosomes, on peut donc conclure que ces boues sont hautement toxiques, et que le
traitement des boues par les nanoparticules d’argent pour réduire leur potentiel génotoxique

n’est pas une méthode efficace.

Il est préférable de développer une démarche de prévention efficace dans les réseaux

d’assainissement permettant par ailleurs de produire des boues moins polluées.

L’étude de traitement des boues par différentes concentrations de nanoparticules reste
indispensable pour suivre et confirmer leur effet toxique aprés interaction avec les

composants des boues liquides.

Utiliser d’autres moyens physiques de traitement pourraient étre une bonne perspective.
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Annexe 01 :

La solution HCI (1N) a 8%

Préparation de : 100 ml
HC L. o e 8.17 ml
Bau distillé. . ... 91,83 ml

Dans un bécher on ajoute 8,17 ml d’HCI et complété jusqu’a 100 ml d’eau distillé.
Annexe 02 :

La solution d’Acide Acétique Glacial a 45%:

Préparation de : 100ml
Acide acétique glacial. ... ... ..o 45 ml
Eau distille. ... e 55 ml

Annexe 03 :

La solution de Carnoy

Préparation de : 10 ml
Acide acétique glacial..........oooiiiii 2,5 ml
Ethanol Pure (96%0) . .......ovuue e, 7,5 ml

Le Carnoy est composé d’éthanol 96% et d’acide acétique glacial, dans les proportions
respectives : (3V /1V)

Annexe 04 :
Réactif de Feulgen
Préparation de : 50ml

FUushine basiqUe. .......ouuieii i e 0,25¢g



Annexes

Eau distille. ... 50 ml
HCL (1N e, 5 ml
KzSzO5 .................................................................................................. 0,5 g

Ajouter a 0,25 g de Fushine basique 50 ml d’eau distillée bouillante (100°), attendre 10
minutes jusqu’a ce que le mélange atteint une température de 50°C puis ajouter 5 ml d’une
solution 1N d’HCI et mixer puis ajouter 0,5 g de métasulfite de Potassium K,S,0s, couvrir la
solution par papier aluminium et la conservée a 4°C. Aprés 24h la solution est filtrée et peut
étre utilisé.

Annexe 05 :
Boue traitee
Préparation :
Boue HQuide. ... ..o 420 ml

NanopartiCules d’argent...........coovuiiriini e 22,05 ml



Université 8 Mai 1945 Guelma
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la terre et de I’Univers
Département: Biologie

\

N SR 4
\‘"\‘aj
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Résumé

Les boues d’épuration, méme traitées, renferment des microorganismes pathogenes ainsi
que des éléments organiques et minéraux potentiellement toxiques. Nous procédons dans ce
travail a I’étude de I’effet cytotoxique et génotoxique des boues traitées et non traitées par les
nanoparticules d’argent, ainsi I’impact de ce dernier sur la qualité de ces boues. Les résultats
de I’analyse génotoxique par 1’Allium cepa L. ont montré que les boues liquides présentent un
potentiel cytotoxique et génotoxique par la diminution de I’indice mitotique et 1’augmentation
de la fréquence des aberrations chromosomiques respectivement. Alors que les nanoparticules
d’argent ont la capacité d’améliorer la cytotoxicité des boues par I’augmentation de 1’indice
mitotique (IM) & une concentration de 0,25 mM, et conduit & une augmentation significative
de pourcentage des cellules en prophase ce qui signifié un blocage des cellules en phase S de
cycle cellulaire. L'amélioration des procédés de désinfection des boues et le perfectionnement
des techniques atténuant les effets nocifs qu'elles renferment réduiraient énormément leur

impact sur I'environnement et sur la santé des populations.

Mots clés: Boues, indice mitotique, analyse génotoxique, Allium cepa, nanoparticules

d’argent.
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