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Résumé

Afin d’évaluer les effets génotoxiques dans les eaux de consommations de la ville de Guelma,
nous avons analysé la qualité physico-chimique de deux eaux de sources de (Héliopolis et
Guelaat Bou Shaa). Pour confirmer leur qualité et leur potabilité nous avons mesuré certains
paramétres au niveau de laboratoire de ’université de Guelma tel que (la salinité, la
température, le pH, la conductivité électrique, I’Oxygéne dissous, la turbidité et I’alcalinité) et
certains paramétres organiques (DBO® et DCO). Et par I’utilisation du test d’allium cepa nous
avons pu constater une présence d’aberrations chromosomiques comme (la perte de
chromosome, les ponts, les micronoyaux, les fragments chromosomiques...), ce qui NOUS a
permis de faire une étude statique des valeurs de 1’indice mitotique. Les résultats obtenus ont

montré que les plantes supérieures sont trés importantes dans la détection de la génotoxicite.

Mots clés : génotoxicité, paramétres physico-chimiques et organiques, qualité de 1’eau, allium

cepa, Aberrations chromosomique, Indice mitotique.
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Abstract

In order to evaluate the genotoxic effects in the consumption waters of the city of Guelma, we
analyzed the physico-chemical quality of two spring waters of (Heliopolis and Guelaat Bou
Sbaa) to confirm their quality and their potability with the help of certain parameters carried
out at the level of laboratory of the university of Guelma such as (the salinity, temperature, pH,

electrical conductivity, dissolved oxygen, turbidity and alkalinity) and some organic parameters

IX



(BOD5 and COD). In addition, by the use of the test of allium cepa we were able to note a
presence of chromosomal aberrations as (loss of chromosome, bridges, micronuclei,
chromosomal fragments...), which allowed us to make a static study of the values of the mitotic
index. The results obtained showed that higher plants are very important in the detection of

genotoxicity.

Key words: genotoxicity, physicochemical and organic parameters, water quality, Allium cepa,

chromosomal aberrations, mitotic index.



Introduction

L'eau est indispensable a I'existence de la vie, il n'y a aucune forme de vie sur terre qui puisse
vivre sans elle ; certaines peuvent survivre longtemps en son absence mais aucune ne survivra
sans elle. L'eau est une condition si importante que méme les astrophysiciens avancent
I'existence de la vie sur d'autres planetes ou il n'y a pas d'eau liquide. Elle couvre un tiers de la
superficie de la terre, 72% pour étre exact, et le corps humain constitue de + 2/3 du poids
corporel de I’adulte et spécialement chez les enfants. Il y a une différence de concentration de

I’eau dans les organismes elle varie d'un organe a I’autre et selon les cellules et leur fonction
[1].

Parmi les différents bio-essais réalises sur des organismes vivants, ils se distinguent ceux qui
utilisent des plantes supérieures comme modeles pour évaluer les effets biologiques des
substances environnementaux. En plus d'étre efficaces dans la détermination des risques
toxicologiques dans les programmes de surveillance de la toxicité, ils présentent des
caractéristiques importantes telles qu'une sensibilité élevée, moins de réponses faussement
négatives, un faible co(t, ne nécessitant pas l'approbation des commissions d'éthique, et étant
aussi efficaces que les tests effectués sur des modéles animaux ou méme sur des cellules

humaines. (Larissa,F., et al 2017).

Parmi les modéles végetaux les plus utilisées pour la détection des génotoxicité des composés
étudiés y’a [’Allium cepa, Tradescantia et Vicia faba, car elles permettent d’une confirmation
pratique des effets des substances a tester sur le cycle cellulaire de son matériel biologique

exposés aux agents toxiques.

L’objectif de ce travail est d’évaluer la potabilité d’eau de deux sources qui situent aux environs
de la commune de Guelma et sont couramment utilisées par la population. Ainsi, cette étude a
le but d’évaluer la génotoxicité de ces sources a I’aide du test d’Allium cepa et les aberrations

chromosomiques apres une analyse de quelques parametres physico-chimiques et organique.
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Chapitre 01

1.1 Définition de I'eau

L'eau est un liquide incolore transparent, chimiquement il constituée de molécules H20O. Ce
composé, tres stable, mais aussi tres réactif, bien qu'il se trouve dans les trois états de la matiére :
liquide, solide et gazeuse, le terme eau est employé au sens restreint d'eau a I'état liquide, ou

pour désigner une solution aqueuse diluée.
1.1.1 Le cycle hydrologique

Le cycle hydrologique est un modéle conceptuel qui décrit le stockage et le mouvement de I'eau
entre la biosphére, I'atmosphere, la lithosphére et I'hydrosphere. Sur cette planéte, I'eau peut
étre stockée dans l'un des réservoirs suivants : atmosphere, océans, lacs, riviéres, sols, glaciers,

champs de neige et eaux souterraines.

L'eau se déplace d'un réservoir a l'autre par le biais de processus tels que I'évaporation, la
condensation, les précipitations, le dépdt, le ruissellement, l'infiltration, la sublimation, la
transpiration, la fonte et I'écoulement des eaux souterraines. Les océans fournissent la majeure
partie de I'eau évaporée que I'on trouve dans I'atmosphere. De cette eau évaporée, seuls 91 %
retournent dans les bassins océaniques par le biais des précipitations. Les 9% restants sont
transportés vers des zones situées au-dessus des masses continentales ou des facteurs
climatologiques induisent la formation de précipitations. Le déséquilibre qui en résulte entre
les taux d'évaporation et de précipitation sur les terres et dans les océans est corrigé par le

ruissellement et I'écoulement des eaux souterraines vers les oceans. (Petersen et al., 2014)
(Fig.1).
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I-2 Différent types des eaux a consommation

D’apreés la définition donnée par I’OMS, une eau de boisson saine ne presente aucun risque

notable pour la santé d’une personne qui la consommerait sur toute la durée de sa vie.

Une eau potable exige 1’absence du microorganisme (bactéries, virus) et parasites, et certaine
substance chimique et toxique. A I’inverse, en trouve qu’il y a des substances peut étre jugée
nécessaire comme les oligoéléments qui sont indispensable au corps humain. (John et Donald,
2010).

1.2.1 Eau souterraine

Les eaux souterraines peuvent contenir un bon pourcentage d’eau douce (eau potable) des
collectivités rurales. Cependant elle contient des éléments pouvant avoir des effets indésirables
sur la santée des étres vivants, comme des microorganismes pathogénes, des substances
indésirables et méme des substances toxique (Yapo et al., 2010 ; Jang et al., 2012). Ces
substances proviennent des milieux physiques ou se trouve ou bien des déchets des certaines

activités humaine.
Deux points hydrogéologiques :

e Nappes phreatique ou alluviales : Plus profondes et alimentées directement par les
précipitations pluvieuses ou les écoulements d’eau en dessus.
e Nappes captives : Plus profondes que le premier et séparées de la surface par une couche

imperméable, ’alimentation de ces nappes est assurée par l’infiltration sue leurs

bordures. (Abda, 2015).
1.2.2 Eaux de sources

Une eau de source est une eau qui sort naturellement d'une source. C'est également le hom
donné a une catégorie d'eau embouteillée dont les caractéristiques doivent respecter une
réglementation qui varie selon les pays. En général, elle doit étre d'origine souterraine, ayant
bénéficié d'une protection contre la pollution, et n'ayant subi ni traitement chimique, ni

adjonction.



1.3 Norme de qualité d’une eau potable

La qualité de I’ecau de consommation humaine, doit répondre a des normes strictes et
conformes a des valeurs guides, qu’on ne doit pas dépasser dictées par 1I’organisation mondiale
de la santé et le conseil supérieur du secteur d’hygiéne publique. elles sont des valeurs
calculées en fonction de la dose journaliére de substance tolérable pour un poids corporel

donnée , sans avoir des risques sanitaires durant une vie. (Mazzuoli ; 2012).

A ce jour, il existe 63 critéres de potabilit¢ de 1’eau, que 1’on peut regrouper en 5 grands

parameétres. (Tab. 1)

Tableau 1 : Les normes physico-chimiques selon I’O.M. S (2011) JORA 2014 ; journal
officiel de la république francaise (J.0.R.F ,2007).

Parametres Normes Normes Normes
physicochimiques Unité O.M.S Algériennes Francaises
Température °C / 25°C 25°C
pH / 6.5-8 6.5-9 6.5-9
Conductivité HS/Cm / 2800 > 180 et <1000

¢lectrique a 20 °C

Turbidite NTU 1 8 2

oD mg/l / 8 /

1.4 Les parametres physico-chimiques

1.4.1 Turbidité

La turbidité¢ est ’inverse de I’limpidité, elle est reliée a la transparence de I’eau, due a
I’abondance de certaines particules en suspension tel que : les grains de silice, les matieres
organiques, 1’argile et d’autres microorganismes ...etc. Il existe plusieurs méthodes pour
mesurer la turbidité (la méthode des gouttes de mastic, ou celle de Jackson« candle turbidimeétre
ou bien un turbidimeétre). Elle s’exprime en NTU (unité de turbidité par néphélémétrie). (Jean

clood, 1983), (Rodier et al., 2009) (Tab. 2).



Tableau 2 : Classes de turbidité usuelles (NTU, néphélométrie turbidité unit).[2]

NTU 5 Eau clair
5<NTU <30 Eau légerement trouble
NTU > 50 Eau trouble

1.4.2 Température

La température de 1’eau varie naturellement au cours de I’année selon les saisons et les sites
géographiques. Elle est importante surtout pour la solubilité des Gaz et des sels, elle est liée
avec la conductivité électrique. (Rodier et al., 2005), (Rodier et al., 2009).

1.4.3 Conductivité électrique

La conductivit¢ permet la conduction de courant électrique de [’eau, elles sont
proportionnellement liées & la concentration ionique. Sachant que la température a une action
sur la mobilité des ions et des sels. Cette mesure permet d’évaluer rapidement le degré de
minéralisation d’une eau. Elle s’exprime par Q *.m " ou S.m™(Hébert et Légaré, 2000), (El
Morhit, 2009).

1.4.4 Potentiel en hydrogene (pH)

Le pH est une indication qui montre I’acidité ou I’alcalinité de I’eau. Sa détermination constitue
les mesures de la concentration des ions H+ et OH- qui existent dans 1’eau. Ce paramétre est
important pour la condition de grands nombres d’équilibre physico-chimique. (Aroya, 2011).
(Tab.3)

Tableau 3 : Classification des eaux d’apres leur pH. [2]

Acidité forte — présence d’acides minéraux pH<S5
ou organiques dans les eaux naturelles
pH neutre pH-7
Neutralité approchée— majorité des eaux de 7<pH<8
surface

Majorité des eaux souterraines

Alcalinité forte, évaporation intense pH-8




1.4.5 Oxygéne dissous (OD)

C’est un parametre utile pour estimer la quantité de matieres organique dans ’eau. Il est
nécessaire a toute vie aquatique. Il provient principalement de la photosynthése ,
I’atmosphere et dans les phénomenes de dégradation de la matiere organique. Sa teneur
s’exprime en mg .L ! ou en pourcentage de saturation en oxygéne. La teneur en oxygéne dissous
dans 1’eau par oxydation a travers un élément microbiologique. Et la teneur diminue quand la
température augment ou que la pression atmosphérique diminue avec 1’altitude. (L’équipe
technique de REFEA), (Morin et al., 2017). (Tab. 4)

Tableau 4 : Solubilité de 1’oxygéne dans 1’eau en fonction de la température. [2]

Température Solubilité
S) 12.4
10 10.9
20 8.8

1.4.6 Salinité

La salinité explique la chlorosité de 1’eau qui est le pourcentage de chlorure dans 1’eau. Les
chlorures existent dans toutes les eaux a des concentration tres variables dont I’origine peut étre
une percolation a travers les terrains salé, des infiltrations des eaux marines dans les nappes
phréatiques ou profondes , des rejets humains (urines ) , des industries extractives ( industrie
pétrolieres , houilleres...) et surtout les industries de sel (saline). De la soude et de la potasse.

(Ziani, 2017).
1.4.7 Demande chimique en oxygene (DCO)

La DCO est un parametre utilisé pour caractériser une eau (normes AFNOR NF T90-101, ISO
15705). Elle donne une indication sur les qualités de substances chimiquement oxydables
présentes dans 1’eau. Elle correspond a la consommation en oxygeéne de la solution au cours
d’une réaction d’oxydation permettant d’estimer non seulement sa charge polluante mais
également les substances biologiquement difficile a se dégrader tel que : le mercure, I’acide

sulfurique et le sulfate d’argent. Elle s’exprime en mg d’O. .L"1. (Morin et al., 2017).

1.4.8 Demande biochimique en oxygene (DBO)

La demande biochimique en oxygeéne sur 5 jours ou DBO?, est un parametre utilisé pour

caractériser une eau (normes NF en 1899, NF T90-103). Elle exprime la quantité d’oxygene



nécessaire a la dégradation de la matiére organique biodégradable d’une eau par le

développement de micro-organismes. (Morin et al, 2017, équipe technique ReFEA). (Tab.5)

Tableau 5 : Echelle de valeurs de DBO:s. [2]

Situation DBOs
Eau naturelle pure et vive <1
Riviére légerement polluée 1<c<3
Egout 100 < c¢ <400
Rejet station d’épuration efficace 20 c<40

1.4.9 Titre alcalimétrique complet (TAC)

Le TAC donnant 1’alcalinité totale d’eau, il mesure les especes basiques dans I’eau (ions

hydroxydes OH™, ions carbonates COs* et ions bicarbonate HCO;™.

Le TAC est un indicateur de pouvoir tampon de 1’cau faces aux substances acides. Il existe une
relation entre le pH et le TAC, une eau dont le ph est inférieur a 8.3, le TAC correspond a la

concentration des ions bicarbonates HCOs™. (Bengaibona, 2010).
1.4.10 Titrage d’alcalinité (TA)

Le titre alcalimétrique permet d'apprécier la concentration de tous les caboates et
bicarbonates dans l'eau. La formation d'une couche de carbonate pour protéger les
canalisations contre certains risques de corrosion necessite une alcalinité minimale. Le
titre alcalimétrique complet, donnant l'alcalinité totale de I'eau (pas seulement l'alcalinité
due au bicarbonate et au carbonate), ne doit pas étre inférieur a 50°F (10°C) (Bergal, et
al., 2022) (Benslimane, 2015)



Chapitre 11 : Génotoxicité

11.1 Généralité

La génotoxicité est un terme utilisé pour désigner les effets d'une substance mutagene qui détruit
le matériel génétique d'une cellule (ADN, ARN), ce qui a une incidence sur leur intégrite. De
tels effets dangereux des rayonnements ionisants ( provoquant des dommages et cassures sur
ADN) , des substances chimiques ( qui se lient a ADN grace a des enzymes en formant des
adduits qui sont responsables a des cassures ,pontage d'ADN, Erreurs de réplication,
substitution de base.) (Fig.2), et des polluants environnementaux peuvent conduire a des Iésions
mineures dans des sites particuliers de la molécule d'/ADN ou a des anomalies chromosomiques
majeures, qui peuvent inclure la duplication, l'insertion ou la suppression de l'information
génétique et peuvent déclencher l'apparition de diverses maladies chez I'h6te, y compris le
cancer. Ces lésions de ’ADN peuvent conduire a la mort cellulaire si les dommages sont tres
importants les Iésions peuvent aussi étre réparées par la machinerie cellulaire par cing voies
principales : 1) la réparation directe ; 2) la réparation par excision des bases ; 3) la réparation
cellulaire par excision des nucléotides (NER) ; 4) la réparation des mésappariements ; 5) la

réparation des cassures simple/double brin. (Sharmistha et al., 2021)

b

Cassure simple brin ="

Pontage intra-brins

Intercalation

Modification d'une base

Cassure double brins

Adduit

Figure. 2 : Les différents types de 1ésions primaires de I’ADN (Bickman et Smolen .1994).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0009279721001678?via%3Dihub#!

11.2 Méthodes de détection de la génotoxicité

Pour l'identification des agents causant des dommages a I’homme, il y a plusieurs tests qui
utilisés sur des microorganismes, des insectes et des plantes (Waters et al., 1988). Parmi
lesquels, les tests sur les végétaux présentent un rapport trés efficace et satisfait, qui permet
d’évaluer de nombreux critéres ; les plus souvent mentionnés sont les mutations, la formation

de micronoyaux et les aberrations chromosomiques. (Souguir, 2009).

11.2.1 Test micronoyaux

Le test des micronoyaux sur plantes supérieures, en particulier Vicia faba, Tradescantia sp. et
Allium cepa est trés utilisé a cause de sa simplicite, sa fiabilité et sa reproductibilité, dans la
génotoxicité. 1l est défini dans le « Glossary of Genetics and Cytogenetics » de (Rieger et al.,
1968) comme un petit noyau séparé et apparu dans le cytoplasme de la cellule, qui a été forme
pendant la division cellulaire mitotique ou méiotique (télophase ) et constitué de chromosomes
entiers centromériques (pertes chromosomiques) ou de fragments acentriques d’ADN (cassures
chromosomiques) (Fig.3) résultant de modifications structurales, spontanées ou expérimentales
des chromosomes . lIs peuvent étre témoins d'une instabilité génétique, ou d'un biomarqueur
d'effet montrant des Iésions chromosomiques, a partir d'une observation microscopigue se fait
aprés une coloration a 1’acéto-orcéine qui permet le dénombrement de ces micronoyaux.
(Foltete. 2010).

Cellule avec micronoyau
résultant de la clastogénése

Cassure(s) ‘

dysfonctionnement
du fuseau mitotique

chromosomique(s) | .
. ,7 ,h ) .
| H ! | nn o « J
— [ —| o |-
‘ TRR N N
L J )
" W Cellule normale
|
| . <7~ Agent génotoxique
Lv.. _J Cellule normale
o
@
) ‘ \
1 " L]
I —| "z =
L1/ u { 1

Cellule avec micronoyau
résultant de l'aneugénése

Figure 3 : Schéma de la formation des micronoyaux d'aprés (Fenech 1997)
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11.2.2 Test de Comet :

Ce test permet de mesurer les ruptures de brins d’ADN dans des cellules individuelles. 11 est
basée sur le principe que I’ADN fragmenté migre plus rapidement que I’ADN intact dans un
champ électro phorétique, en milieu fortement alcalin a travers une matrice d’agarose ou en
utilisant. En cas de rupture de brin, I’ADN migre vers I’anode formant une image ressemblant
a la queue d’une comeéte en utilisant un colorant fluorescent, permettant un examen
microscopique. Alors que les noyaux dont I'ADN n'est pas endommagé apparaissent comme
des disques réguliers (Cordelli et al., 2021) (Fig.4). Ce test peut étre applique a tous les types
de cellules eucaryote (Tice et al.,1991), y a compris les cellules végétales (Cerda et al.,1993).

Figure. 4 : Photographie du noyau dans le test de cométe :

(A) noyau intact, (B) légére cométe, (C) cométe, (D) noyau atypique (Ostling et Johanson, 1984).

11.3 Avantages de ’utilisation des plantes supérieures dans les tests de

génotoxicité

e Les plantes supérieures sont un matériau trés important pour I'évaluation de la toxicité
en genéral, et en particulier la génotoxicité de substances chimiques et méme physique.
Et pour surveiller aussi divers les polluants présents dans 1’environnement. Parmi ces
avantages.

e L’un des grands avantages des plantes, qui se rapporte plus particulierement a Vicia et
a Allium, est présent toute I'année. (Grant, 1982b).

e Les réponses des végétaux et les animaux aux agents mutagénes/cancérogenes sont

semblables (Clive et Spector, 1978).
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e Les deux systemes de division cellulaire la mitose et la méiose sont présents chez les
plantes. Qui se caractérise par une grande taille au niveau de leur chromosome (Grant,
1982a).

e Nombreuses parties végétales comme les feuilles, les racines, les bourgeons, les fleurs,
etc...peuvent tre utilisées pour examiner les effets génotoxiques : ... (Grant, 1993).

e Plusieurs criteres de génotoxicité peuvent étre détecter par les plantes : mutations,
cassures de chromosomes, aberrations chromosomiques, échanges de chromatides
seeurs, etc... (Grant, 1994). (Cotelle. 1999).

11.4 L’ Allium cepa

L'oignon est une espéce herbacée, vivace par son bulbe unique (composé des bases épaissies
des feuilles s'enveloppant les unes dans les autres). Cette plante originaire d'Asie centrale et de
Palestine est I'un des premiers (depuis 5000ans) Iégumes cultivés par I'homme. Aujourd'hui,
I'oignon est cultivé un peu partout dans le monde mais il est surtout présent dans les zones

tempérées (Hamdini, 2009).

L’oignon, prend son nom vernaculaire du latin unio qui signifie uni car 1’oignon est 1’'une des
rares alliacées dont le bulbe ne se divise pas. Le nom latin, Allium cepa, aurait une origine celte
- all signifie brdlant en référence aux propriétés de la plante. Cepa correspond au nom de la

plante chez les romains. (Bencherif et Bouaziz, 2018). (Fig.5)

Figure 5 : Les différentes parties de la plante d’oignon

The different parts of the onion. 1. Feuilles — leaves ; 2. Bulbe — bulb ; 3. Racines — roots ; 4. Hampe florale

qui porte les inflorescences a son sommet — inflorescences carried by the flower stem (Rabiou et al., 2015)
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1.5 Classification

Allium cepa est I’une des espéces comestibles d’un grand genre (Allium) composé de plus de
700 espéces. (Burnie et al., 1999)

Dans la classification classique, il appartient a la famille des Liliaceae. Il s’agissait d’une des
plus grandes familles de monocotylédones de la classification de Cronquist qui regroupait
entre autres le lys, le muguet de mai et 1’oignon. L’apparition de la classification
phylogénétique a fait éclater cette famille qui ne constituait pas un groupe monophylétique.
La sous-famille des Alliaceae est alors devenue une famille, a laquelle I’oignon appartient,

dans la classification phylogénétique.
11.5.1 La classification Classique :

Regne : Plantae

Embranchement : Spermatophytes
Classe : Liliopsida

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae

Genre : Allium

Espéce : cepa

11.5.2 La classification Phylogénétique :
Regne : Plantae

Clade : Angiospermes

Clade : Monocotylédones : Liliidées
Clade : Asparagales

Famille : Alliaceae

Genre : Allium

Espece : cepa (Ruchot, 2002)
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11.6 Test Allium cepa

Le test Allium cepa est un test qui a été utiliser par de nombreux chercheurs pour évaluer le
potentiel de génotoxicité de plusicurs types d’agents chimiques, physiques et biologiques, ce
test a été utilisé comme bio-indicateur de pollution environnementale (Bagatini et al, 2009;
Leme & Marin-Morales, 2009), testant des extraits bruts de cyanobactéries (Laughinghouse,
2007), ainsi que pour évaluer le potentiel génotoxique des plantes médicinales (Camparoto et
al., 2003; Knoll et al., 2006 ; Fachinetto et al., 2007; Lubini et al., 2008; Fachinetto et al.,
2009; Fachinetto & Tedesco, 2009 ; Dalla Nora et al., 2010), car ce test utilise un modele
suffisamment sensible pour détecter d'innombrables substances qui provoquent des altérations

chromosomiques.

Le test Allium cepa est I’'une des rares méthodes directes pour mesurer les dégats dans des
systemes qui sont exposés a des mutagenes ou des agents cancérogéenes potentiels et permet
d’évaluer les effets de ces dommages par I’observation d’altérations chromosomiques. Pour
cette étude, il est nécessaire que 1’échantillon reste en division mitotique constante, en cherchant
a identifier les effets toxiques et les altérations sur un cycle cellulaire ; et le test Allium cepa a
été largement utilise a cette fin. Il est avantageux d’utiliser le systeme de test Allium cepa
puisque son principal composant est une plante vasculaire, ce qui en fait un excellent modéle
génétique pour 1’évaluation des polluants environnementaux, la détection des mutageénes dans
différents environnements et 1’évaluation de nombreux points génétiques (mutations

ponctuelles des altérations chromosomiques). (Levan, 1938)
11.6.1 Importance du test

L’allium cepa est un test important car c’est un excellent modéle in vivo, ou les racines ont la
capacité de pousser en contact direct avec la substance d’intérét permettant de prédire
d’éventuelles dégradations de I’ ADN des eucaryotes. Par conséquent, les données peuvent étre
extrapolées pour toute la biodiversité animale et végétale. L’analyse des altérations
chromosomique peut étre pareil au test de mutageénicité principalement pour la détection des
altérations structural ; cependant, il est possible d’observer les altérations numérique des
chromosomes comme dans le test Allium cepa est I’une des rares méthodes directes de mesure
des dommages dans les systemes exposés a des mutagenes ou potentiellement carcinogenes, et
permet d’évaluer les effets de ces dommages par I’observation des altérations chromosomiques.
(Camparoto et al., 2003; Knoll et al., 2006 ; Fachinetto et al., 2007; Lubini et al., 2008;
Fachinetto et al., 2009; Fachinetto & Tedesco, 2009 ; Dalla Nora et al., 2010)
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Chapitre I : Parametres physico-chimiques
1.1 Cadre de I’étude

Dans le but de procéder a une analyse physico-chimique et une étude microbiologique des eaux
souterraines a Guelma, il convient d’avoir des connaissances précises sur les conditions de

prélevement et de son importance pour la fiabilité des résultats.

Notre étude est fondée sur I’échantillonnage de deux eaux souterraines (Guelaa et Héliopolis)
et permettant a la fois une étude de chaque échantillon et une comparaison entre deux

échantillons.

1.2 Echantillonnage

1.2.1 Matériels et méthodes de prélevement

Les eaux des deux sites sont prélevées au 22 février 2022 dans des récipients en plastique (pour
une analyse physicochimique) et en des flacons en verre stérilisées (Fig.6) dans le but d'éviter
toute contamination possible dans I'analyse biologique, apres une étude qui a éte analysées sur

le terrain : la température et pH qu’ont été mesuré sur site.

yn

Figure 6 : Des flacons en verre stérilisent pendant 20 min en 180¢ dans le four pasteur.
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11.2.2 Prélévement et transport

Les échantillons sont scelles et étiquetés de facon a indiquer la date, I'neure et le lieu de
I'échantillon. Puis ils transportées au laboratoire de biologie moléculaire de faculté des sciences
de la nature et de la vie a l'université 08 Mai 1945 et conservée a 4°C.A partir de quelques
parametres physico-chimiques et biologiques qu’on peut déduire la qualité de I’eau par rapport

aux normes de I’organisation mondiale de la sante.

.3 Parametres mesurés

A partir de quelques parametres physico-chimiques et biologiques qu’on peut déduire la qualité

de I’eau par rapport aux normes de 1’organisation mondiale de la sante.

1.3.1 Parametres mesurés sur terrain
Le pH est déterminé a l'aide d’une bandelette pH, et la température été mesuré a l'aide d'un
multi parametre de marque HANNA (HI 9829)

1.3.2 Parameétres mesurés au laboratoire

Avec un multi parametre de la marque HANNA (HI 9829) on a mesure la conductivité, la

salinité, I’OD, la température et le pH.

La turbidité par un turbidimétre néphélométrique de la marque AQUA LYTIC (AL450T-IR),
la DBOs a été déterminée a 1’aide d’'un DBO métre de la marque OXITOP BOX.
Qui permet de caractériser la pollution globale d’une eau. Et un DCO métre de la marque
AQUA LYTIC (AL 125).
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1.3.2.1 La turbidité

Elle mesure alors I’intensité lumineuse du faisceau transmis aprés traversée du milieu.
L’appareil utilise est le turbidimeétre néphélométrique de la marque AQUA LYTIC (AL450T-
IR). (Fig.7).

Figure 7 : Le turbidimétre

e Mode opératoire

- On met I’échantillon dans une cuve qui doit étre essuyé a 1’aide d’un papier absorbant pour

enlever les gouttes d’eau.

- la cuve est placer dans les puits de mesure et fermer le capot.
- lire et noter le résultat affiche.

Les résultats sont exprimés en NTU.

1.3.2.2 Alcalinité (TA et TAC)

e Principe
Ces déterminations sont basées sur la neutralisation d'un certain volume d'eau par un acide
minéral dilue, en présence d'un indicateur colore.

e Reactifs
- Acide sulfurique 0.02 N.
- Solution de phénolphtaléine dans I’alcool a 0.57 (voir acidité).
- Solution de vert de bromocrésol et de rouge de méthyle :
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o Vert de bromocrésol 0.2 g.
o Rouge de méthyle 0.0015g.
o Ethanola 907 q.s.p 100 cm®.

- Eau d’ionisée exempte d’anhydride carbonique libre (par ébullition de 15 min).

o Matériels
-Ph metre.
-Burette.
-Agitateur magnétiques.
-Fiole.
-Eprouvette.
e Mode opératoire

o Détermination du TA

Prélever 100 ml d’eau a analyser dans une fiole conique. Ajouter 1 a 2 gouttes de solution
alcoolique de phénol phtaléine. Une coloration rose doit alors se développer. Dans le cas
contraire le TA est nul, (pH < 8.3) verser ensuite doucement I’acide dans la fiole a I’aide d’une

burette, en agitant constamment, et ceci jusqu’a décoloration compléte de la solution (Ph 8.3).
Soit V le volume d’acide utilisé pour obtenir le virage.
o Détermination du TAC

Utiliser 1’échantillon traité précédemment ou le prélévement primitif s’il n’y a pas eu de
coloration. Ajouter 2 gouttes de solution de vert de Bromocreasol et de rouge de méthyle et
titrer de nouveau avec le méme acide jusqu’a disparition de la coloration bleu verdatre et
apparition de la couleur rose (pH 4.5). Le dosage doit étre effectué rapidement pour réduire les
pertes de CO: qui pourraient entrainer une €lévation du Ph de virage. Soit V’ le volume d’acide

0.02 N versé depuis le début du dosage. (Rodier et al., 2009).
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1.3.2.3 La DCO

La demande chimique en O? a été déterminée & ’aide d’un DCO métre de la marque AQUA

Figure 8 : DCO metre

e Mode opératoire
- Utiliser deux tubes de la gamme 0-150.
- Agitation des deux tubes a 2 minutes.
- Puis agitation de 1’eau de 1’échantillon.
- On injecte 2 ml d’échantillon dans chaque tube.
- On met les tubes dans le réacteur chauffé pendant 2 heures de temps a 150 °C.
- Laisser les tubes refroidir a ’air libre pendant environ 30 minutes.

- On fait la lecture.
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1.3.2.4 La DBOs

La DBOs a été déterminée a 1’aide d’un DBO metre (Fig.9) de la marque OXITOP BOX.

Qui permet de caractériser la pollution globale d’une eau.

Figure 9 : DBO métre

¢ Mode opératoire

On remplit 432 ml d’échantillon d’eau dans des flacons spécialisés pour le DBO métre et on
ajoute deux pastilles de KOH et on place les flacons dans 1’appareil pendant 5 jours pour obtenir
les résultats de tableau. (Tab 6)

Tableau 6 * Facteur de conversion de la DBO 5 en fonction du volume prise.

Portée de mesure Quantité Facteur
0-40 432 ml 1
0-80 365 ml 2
0-200 250 ml 5
0-400 164 ml 10
0-800 97 ml 20
0-2000 43,5 ml 50
0-4000 22,5 ml 100

La valeur réel est calculée comme suit * DBO5 (mg O2/L) = Valeur lue x facteur :
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Chapitre 11 : Test Allium cepa

11.1 Préparation des oignons

Les oignons utilisés pour cette étude ont été acheté au marché local de Guelma, leur diameétre
est entre 3-4cm, les eaux de deux sites ont échantillonnées dans des flacons stériles en verre,
transporter au laboratoire de la faculté du 8 mai 1945 pour la conservation au réfrigérateur a
4°C.

Nous avons commencé a préparer les oignons en pelant la couche extérieure et enlevant les
vieilles racines, aprés avoir les racines desséchées. Ont mis les bulbes d’oignons dans des
gobelets en plastique dans 1’eau de robinet, 5 bulbes pour chaque échantillon [5 pour controle
négatif ; 5 pour la source d’Héliopolis ; 5 pour la source de Guelaat bou Sbaa] d’une fagon ou
les racines soit immerger. On les-laisse élonger dans un endroit avec un minimum de lumiére

et aériez pendant 24h, et puis change I’eau de 3 échantillons par I’eau a examiner (Fig.10) :
Enchantellent 01 : avec I’eau de robinet pour contrle négatif.

Enchantellent 02 : avec I’eau de source d’Héliopolis.

Enchantellent 03 : avec I’eau de source de Guelaat bou Sbaa.

On les-laisse pour 48h (ce que signifie proche de cycle cellulaires).

Figure 10 : Photographies originale montre la culture des bulbes dans I’eau a tester.
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1.2 Fixation de bulbes

On préléve les deux derniers centimétres des racines et on decoupe 5 racines de chaque bulbe
pour avoir 25 racines par échantillon ; on place les racines immédiatement dans un fixateur de
Carnoy pendant 24h a 4°C (Fig.11), puis dans 1’éthanol a 96% jusqu’a 1’observation

microscopique.

Figure 11 : Photographie montre 1’étape de fixation des racines dans le Carnoy.

11.3 Coloration et préparation des lames

Pour I’observation microscopique on prend 5 racines de chaque groupe d’essai. La préparation
commence par 1’hydrolyse des racines pendant 8 minutes dans HCL de 1N a 60° C (Fig.12),

puis transférer dans I’eau distillée pendant 5 minutes avec le changement de 1’eau 3 fois

(5minutes/fois).
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Figure 12 : Photographie de I’hydrolyse des racines dans I’HCL de 1N a 60° C dans le bain

marie.

Pour la coloration ¢a se fait par le Feulgen pendant 25 minutes en obscurité (Fig.13), puis
déplacé les racines dans I’eau distillé pendant 2 minutes dans 1’obscurité. Puisque les racines
sont photosynthétiques.

o~

#7

Figure 13 : La coloration de racine dans le Feulgen.
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Dans la partie de préparation des lames ou pose les racines sur la lame et a 1’aide d’un papier
filtre on coupe la partie plus foncée sur la lame directement (Fig.14), puis le coupé on petits
morceaux.

Figure 14 : La disposition de racine sur la lame.

Mettre une goutte de 45% d’acide acétique glacial et couvrir par lamelle et appuie
soigneusement par le papier filtre pour exclure les bulles d’air. Enfin a ’aide du vernis

transparent scellé les bordes de lamelle pour éviter son mouvement et 1’évaporation de 1’eau.
(Fig.15).

Figure 15 : Lame préte a I’observation microscopique.
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1.4 Examen microscopique

Apres préparation des lames, ces lames sont observé au microscope optique en utilisant objectif

(X40) de 1a marque ‘Optika’. Et pour I’index mitotique en utilisant objectif (X60)

Pour I’IM ; 1000 cellules comptés en division : Métaphase (M), Anaphase (A), Télophase (T)

et Prophase (P) pour chaque lame, et exprimée en pourcentage

a P+M+A+T
" nombre total des cellules

Les cellules ont été examiné pour 1’étude des aberrations chromosomiques pour chaque
échantillon, donc pour I’AC on a 100 cellules en métaphase anaphase télophase par lame ont
examinées les d’aberration chromosomique étudiées sont fragment C-métaphase pont et perte

chromosomique et autres.

Les cellules ont été examinées également pour I’étude des aberrations chromosomiques pour
chaque échantillon. Pour cela 100 cellules en métaphase anaphase télophase par lame sont
examinées. Les types d’aberration chromosomique observes sont : Micronoyau , Perturbation
du noyau , binucleaire , polyploide , Adhérence C- (métaphase/anaphase ) , pont et perte
chromosomique ou les deux en (métaphase / anaphase ) , métaphase / anaphase avec un
fragment chromosomique , ou sous forme irreguliere , Alignement ou polarisation par défaut

en anaphase , prophase irréguliere , polarisation de défaut en télophase .
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Partie | : Résultats de parametres physicochimiques

I.1 Température

Les températures enregistrées sont compris entre 18,63 a 19,01 °C, donc les valeurs obtenues

confirment a la norme (< 25 °C).
1.2 pH

Les valeurs des pH est environ [7.07-7.22] avec une moyenne de 7.14 pour les deux eaux.
L’analyse de ces eaux et dévoilé que le pH est proche de la neutralité. Ses valeurs ont été dans
les normes dictées par la réglementation national et international (pH varie de 6.5 a 9)
(O.M.S ,2011 ; JORA, 2014 ; JORF ,2007).

1.3 Oxygéne dissous

L’OD est un facteur important par le fait qu’il conditionne 1’état de plusieurs sels minéraux et
la dégradation de la matiére organique naturelle (HCEFLCD, 2007). Les concentrations d’OD
obtenus varies entre (1,89 et 2,68 mg / L), donc on peut déduire que ces eaux sont légerement

sous oxygénées et ne dépassent pas les normes Algériennes qui est égale a 8.
1.4 Conductivite
Cette mesure permet la minéralisation d’une eau, et les deux échantillons ont montré que :

Pour I’échantillon 1 (Guelaat bou Sbaa), nous avons obtenus 945uS /cm et pour I’échantillon 2
(Héliopolis), nous avons obtenus 1084 uS /cm. Ses deux valeurs restent inférieure a les normes

algériennes (2800 uS/cm) et frangaise (< 1000 uS/cm).

Donc on constate que les deux échantillons sont acceptables par rapport aux normes nationales

et internationales.
1.5 Turbidité

On constate que les eaux étudies sont des eaux claires, ceci est due a ’infiltration de I’eau dans
le sol. Les valeurs sont situées entre (0.07 et 0.39) NTU. La plus grande valeur appartient a

I’échantillon 1 (source Guelaat bou Sbaa).

Les deux valeurs sont au-dessous de la norme (< 5 NTU), la source d’Héliopolis a la turbidité

la plus faible.
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1.5 Salinité

La salinité désigne le caractere salin de 1’eau, elle varie considérablement d’une saison a une

autre et d’une région a une autre.

Des études montrent une corrélation positive entre la conductivite et la salinité. Et les résultats
obtenues pour les deux sources varie entre 0.47 (ou 945 uS /cm = 0.945 dS/m) pour Guelaat
bou Shaa et 0.54 (ou 1084 pS /cm = 1.084 dS/m) pour Héliopolis, cela veut dire un taux modéré

de salinité peut étre utilise si une filtration modeérée est effectuée.[3]
1.6 Détermination du TA et TAC
TA : Exprime le teneur en carbonate (CO3?>") en °F.

TAC : exprime le teneur en bicarbonate (HCO3") et carbonate (COs*") en °F.

Ce tableau (Tab.7) résume les valeurs des concentrations des différents anions en fonction du
TA et TAC.

Tableau 7 : Les valeurs des concentrations des différents anions en fonction du TA et TAC

Alcalinité Hydroxyde Carbonate Bicarbonate
TA=0 0 0 TAC
TA<TAC/2 0 2TA TAC - 2TA
TA=TAC/2 0 2TA 0
TA>TAC/2 2TA-TAC 2 (TAC-TA) 0
TA=TAC TA 0 0

e Pour I'échantillon Guelaa bou Sbhaa

Le TA de notre eau est nul (pH <8,3), puisque la coloration rose n'a pas apparu apres l'ajout du

phénophtaléine a notre échantillon et on a aussi I'eau est potable.
TA =0 még/ L donc : [OH]=0mol-L™* , [COz*]=0mol-L™*
Pour le bicarbonate on mesure le TAC. Et selon la loi, on déduire :
TAC = (40 - 0,5)*0,02 * 10= 7.9 méq/ L
Alors : [HCOs]=TAC =79 mol-L*
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e Pour I'échantillon de Heliopolis

L'apparition de la couleur rose, ¢’est-a-dire TA est non nul (pH > 8,3). On détermine le TA et

TAC. Donc :
TA =(0.1*0.02*1000) / 100 = 0.02 még/ L
TAC = (40 - 0,5)*0,02 * 10= 7.9 méqg/ L

Les résultats confirment la formule suivante : TA <TAC/2.

Alors : [OH]=0mol-L™* |, [COs*]=0.04 mol-L™* , [HCOs] =7.86 mol-L*
TAetTACene°f: (1°f=1/5méq/ 4)

Tableau 8 : Les résultats de 1’eau tester (Héliopolis, Guelaat Bou Sbaa)

Echantillon | TAen(még/L) | TAen(f) | TACen(még/L) | TACen (°f)
Guelaa 0 0 7.9 39.5
Heliopolis 0.02 0.1 7.9 39.5
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Partie Il : Résultats du test Allium cepa

1.1 Introduction

Les résultats de ce test sont présentés dans les tableaux et les histogrammes suivants. La
caracterisation de la cytotoxicité et de la génotoxicité des eaux de source prélevées a été évaluée
par l'analyse de 1’élongation racinaire avec le test d’ Allium cepa qui est souvent utilisé pour la
détermination de la cytotoxicité et/ou les effets génotoxiques de différentes substances (Liman
et al., 2012) qui base sur les valeurs de I’indice mitotique et la fréquence des aberrations

chromosomiques respectivement.
11.2 Observation macroscopique des bulbes « a I’eeil nu »

L’observation morphologique a I’ceil nu des racines des bulbes d’Allium cepa incubées dans
I’eau de source pendant les 48 heures, ne montrent aucune anomalie, ces racines présentent une

croissance normale ( gardent leurs forme initiale et structure normale ). (Fig.16)

Figure 16 : Photographie originale montre la morphologie racinaire aprés 1’incubation

dans les échantillons a essayer.

La seule différence remarquée entre les trois échantillons est la longueur des racines qui ont

poussées dans cette période.
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11.3 La longueur des racines

La longueur des racines de 1’Allium cepa mesurée avant et apres traitement par les eaux
(Tab.10), peuvent étre un caractére macroscopique des parametres cytogénétique , et dans notre
expérience les racines incubées dans I’eau de robinet pendant les premiéres 24h sont utilisés
comme contrdle négatif avaient une longueur moyenne de 1,37 + 0,62 pour les trois
échantillons, et pour les 48h ou on a incubé dans 1’eau des deux sites et I’eau de robinet comme
contrdle négatif , les racines avaient une longueur moyenne de 2,34 + 0,45 pour les racines qui
ont poussées dans I’eau de robinet, et pour les autres racines y’avaient une longueur moyenne

de 2.66£0.5 pour I’eau Héliopolis; et de 2.49 + 0.28 pour 1’eau de Guelaat bou Shaa.

Tableau 10 : Les valeurs de longueur des racines poussees pendant 24h et les 48h.

Controle (-) Héliopolis Guelaat bou Shaa
Moyenne des
longueurs £SD 1,37 +0,62
o 14 o 2 e 1
ER pour les e 0.7 o 17 o 12
premieres 24h dans e 1 o 2 o 14
I’eau de robinet e 0.9 o 12 e 13
e 0.6 e 16 o 17
Moyenne des
2,34 £ 0,45 2.66+0.5 2.49 +0.28
longueurs £SD
e 2.8 e 32 e 25
o 25 e 19 o 27
ER pour les 48h
o 2.7 e 3.2 e 25
dans I’eau a tester
e 1.8 o 2 e 25
e 138 e 3 o 22
ER : élongation racinaire SD : écart type

D’apreés les résultats, le taux de croissance des racines de I’Allium cepa aprés 24h a 1’eau de
robinet a des valeurs proches ; et aprés 48h dans 1’cau a tester y’a une petite différence dans les
valeurs, ou les racines du Héliopolis ont poussées en longueur plus que celles de Guelaat bou
Shaa, et pour le contréle a les valeurs les plus faible. Il est évident, d’apres ces résultats du taux

de croissance aprés 24, 48hrs que la croissance des racines dans 1’eau de robinet a cette
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diminution a cause de probabilité de traitement d’eau de robinet par produits chimiques qui

peuvent avoir une relation avec cette étude et ces résultats .
1.4 L’indice mitotique

Le teneurs de la toxicit¢é d’un composé a testé peut étre déterminées sur la base de
I’augmentation ou la diminution de I’IM, qui peut étre utilisé en tant que paramétre de la
cytotoxicité dans les études de surveillance biologique de I’environnement (Fernandes et al.,
2007) .Les effets des échantillons d’eau sur 1’indice mitotique des racines d’Allium cepa apres
48h de I’incubation sont présentés dans les tableaux 11.12.13 . L’indice mitotique le plus élevé
obtenu au cours de cette étude est celui des racines d’oignons exposées dans les échantillons
d’eau du Guelaat bou Sbaa avec une moyenne de 26.53% =+ 7.8 , et pour I’Héliopolis une
moyenne de 20% * 1.68 , et du contrble négatif avec une moyenne de 19.32% + 2.3 comme

la valeurs la plus moins dans les échantillons.

Tableau 11 : L’effet de I’ecau de robinet « contrdle négatifs » sur I’IM et les phases mitotique

Prophase Metaphase Anaphase Télophase LM
T1 13,32 0,38 0,86 0,24 17,47%
T2 14,29 1,01 0,83 1,84 18,63%
T3 17,83 0,72 0,36 1,62 20,52%
T4 15,79 0,39 0,09 0,98 17,27%
TS 16,15 2,66 0,98 2,96 22,75%
+SD 1,74 +0,95 +0,38 +1,01 +2,30

Controle négatifs

30
25
20
15
10
5
0 o o e T i I Mol
T1 T2 T3 T4 T5

M Prophase M Metaphase Anaphase Télophase M I.M
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Tableau 12 : L’effet de I’eau de Héliopolis sur I’IM et les phases mitotiques.

Prophase Metaphase Anaphase Télophase LM
H.p1 17,93 0,69 0,89 1,68 21,20%
H.p2 18,64 1,59 0,89 1,99 23,23%
H.p3 19,13 0,78 0,68 0,98 21,57%
H.p 4 23,69 0,64 0,18 0,64 25,25%
H.p 5 17,44 0,53 0,17 0,26 18,4%
+SD +2,50 +0,42 +0,36 +0,71 +2,54
Héliopolis
30
25
20
15
10
5
0 i e I i i i S ol T
Hpl H.p 2 H.p3 Hp4 H.p 5
H Prophase M Metaphase M Anaphase Télophase ®I.M

Tableau 13 : L’effet de I’eau de Guelaat bou Shaa sur I’IM et les phases mitotiques.

Prophase Metaphase Anaphase Télophase LM
G1 17,37 1,29 0,99 1,19 20,84%
G2 32,95 1,13 0,47 1,7 36,26%
G3 21,09 2,25 1,5 2,91 27,77%
G4 19,8 1,15 1,24 4,46 26,67%
G5 21,51 0,99 0,89 1,29 21,11%
S.D +6,04 +0,51 +0,39 +1,38 +6,28
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Tableau 14 : Résultats générale de 1’observation et I’IM des bulbes étudiés.

Nombre des cellules | Nombre des cellules ) o
L Indice Mitotique
totales en division
Controle (-) 5278 1157 21,93%
Héliopolis 5244 1391 26,53%
Guelaat bou Sbaa | 9298 1017 19,33%

Dans les dernieres études, la diminution de I'lM indique que la croissance et développement
des organismes exposés ont été affectés par les composants d'échantillons testés. (Tipirdamaz
et al., 2003 ; ElShahaby et al. 2003 ; Gana et al., 2008; Liman et al., 2010). La diminution
de ce parameétre est considérée comme un signe de toxicité par plusieurs auteurs (Saxena P.N
et al., 2005) ; les résultats des tableaux montrent une variation en pourcentage dans les phases
mitotiques ou la valeur la plus faible est celle du Guelaat bou sbaa. Donc, il est possible que la

diminution observée de I’IM dans notre le contrble (-) est due a des produits chimiques utilisés

dans le traitement de 1’eau de robinet.
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Des photos des cellules en division ont été prises (Fig.17), parmi les 1000 cellules analysees,
nous avons recherché les cellules en différentes phases de division sous microscope optique,
pour calculés les indices mitotiques.

Figure 17: Cellules méristematiques normales d’Allium Cepa en division (X40) réguliere et
normale.

(A) prophase, (B) métaphase, (C) anaphase, (D) télophase.

33



1.5 Aberration chromosomique AC

L’évaluation des anomalies chromosomiques existants dans 1’ Allium cepa par ce test se fait par
la prise en compte les différentes AC existent dans les différents stades du cycle cellulaire
(prophase, métaphase, anaphase et télophase). L’¢tude des résultats de ce test nécessite la
connaissance précise des anomalies qui se trouvent durant toutes les phases de division

cellulaire.

Pour le pourcentage des AC de notre travail est réalisé par le mis en compte 100 cellules ont
des différentes type d’anomalies (C-mitose, fragments, perte de chromosome, pont,

perturbation du noyau, et autres) ; puis on calcule par :

Anaphases + Télophase

X 100

AC% = -
nombre totale des anomalies

Les aberrations chromosomiques qu’ont été observés sont présentés dans les tableaux suivants
(Tab.15), un tableau contient les valeurs des AC existent pour chaque échantillon ; le tableau
résume tous les résultats de ce travail par la moyenne des pourcentages.

Tableau 15 : Taux des Aberrations Chromosomiques des différentes phases dans les cellules

méristematiques racinaire d’A. cepa traité par I’eau de site Guelaat bou Sbaa.

Nb  des ) ] AC% de

cellules Prophase | Métaphase | Anaphase | Télophase Autres AT
T(-)1 |103 7,21% 21.35% 14.44 % 9.7% 43,27 % | 0.28%
T(-)2 | 100 7,42% 23 % 16% 9% 42,58% | 0.25%
T(-)3 | 101 6,85% 24.75 % 20.79% 5.94% 41,15% | 0.26 %
T(-)4 | 104 7,14% 23.04 % 19.23 % 7.69 % 42,86% | 0.26%
T(-)5 | 100 7,28% 22 % 17 % 10% 43,86% | 0.27 %

A : anaphase T : télophase

T(-) : le contréle négatif

AC : aberration chromosomique

On note que les anomalies de la métaphase (comprend C-métaphase avec perte du chromosome,
méta avec pont chromosomique et méta irréguliére) ont les pourcentages les plus élevés avec
une moyenne de 22.82% *2.25, puis on classe I’anaphase (anaphase avec pont chromosomique,

perte de chromosome, anaphase irréguliere, alignement en anaphase et polarisation de défaut
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en ana) avec une moyenne de 17.49 % + 2.36 ; et télophase a la moyenne la plus faible avec
8.46 % £ 1.74.

Tableau 16 : Taux des Aberrations Chromosomiques des différentes phases avec le% des

perturbations en Anaphase et Télophase dans les cellules méristematiques racinaire d’A. cepa

traité par 1’eau de site Héliopolis.

Nb des AC% de

cellules Prophase | Métaphase | Anaphase | Télophase | Autres AT
H1 102 8,26% 21.49 % 15.68 % 8.82% 49,58 % 0.24%
H2 104 7,69% 18.62 % 15.38% 8.65% 46,15% 0.24 %
H3 101 6,80% 31.68 % 10.89% 6.93% 40,86% 0.17 %
H4 103 7,35% 28.71 % 6.93 % 7.92 % 44,13% 0.14%
H5 107 7,07% 25.23 % 15.88 % 9.34% 42,46% 0.25 %

A : anaphase T : télophase

H : le site Héliopolis

AC : aberration chromosomique

Pour le site Héliopolis on note que le pourcentage des anomalies A+T est diminué (moyenne

de 0.20% = 0.03) si on compare avec le T(-) « 0.26% + 0.02 », et pour les phases cellulaire de

cette échantillon on trouve que la métaphase prend le pourcentage le plus élevés avec une

moyenne de 25.14 % + 3.67, puis ’anaphase avec une moyenne de 12.95% =+ 3.8 et la plus

faible est télophase qui a 8.33 % + 1.84 au moyenne. (Tab.17)

Tableau 17 : Taux des Aberrations Chromosomiques des différentes phases avec 1e% des

perturbations en Anaphase et Télophase dans les cellules méristematiques racinaire d’A. cepa

traité par controle négatif.

Nb des ) ) AC% de
Prophases | Métaphase | Anaphase | Télophase | Autres

cellules A+T
Gl 102 6.57% 22.54 % 18.62 % 10.78% 41.46% 0.29%
G2 101 3.07% 23.76 % 21.78% 8.91% 42.47% 0.30 %
G3 106 7.27% 24.52 % 17.92% 6.6% 43.67 % 0.24 %
G4 103 5.65% 23.3% 17.47 % 12.62 % 40.95 % 0.30%
G5 108 7.40% 23.14 % 14.81 % 10.18 % 44.45 % 0.25 %
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A : anaphase T : télophase

G : le site Guelaat bou Shaa AC : aberration chromosomique

Le tableau montre une moyenne des AC de A+T par une valeur de 0.27% + 2.92 qui est
supérieure a celle du contrble négatif ; les autres phases on classe la métaphase on premier par
une moyenne de 23.45 % =+ 2.08, y’a de I’anaphase qui avait 18.12% £1.79 et la télophase en
derniere classe avec 9.82 % + 3.01.

D’apres les trois tableaux et tableau 4 on observe une augmentions de la fréquence des AC de
‘A+T’ avec I’échantillon du site « Guelaat bou Sbaa », et une diminution avec I’échantillon du
site Héliopolis par rapport au contrdle négatif. Donc, ces résultats convient de souligner que la
cytotoxicité trouvée dans les résultats du site « Guelaat bou Shaa » pourrait étre due aux
parameétres physico-chimique car on a remarqué gque 1’eau de ce site a une valeur de turbidité
plus que celle de Héliopolis, mais y’a la possibilité d’avoir une contamination industrielle et/ou
agricole (Park et al.,2001) car le site de prélévement est prés aux zone d’agriculture, donc la

source peut contenir des déchets d’agriculture (tels que les pesticides...). (Tab.18)

Tableau 18 : Les moyennes des valeurs des différents types d’AC.

Autre Prophase Métaphase Anaphase Télophase total A.C/éch
anomalies
Controle (-) | 44,,97% 7,49% 25,14% 12,97% 8,33% 517/5278 9,79%
Héliopolis 43,11% 7,18% 22,83% 17,49% 8,46% 508/5258 9,66%
Guelaat bou | 41,64% 6,94% 23,45% 18,12% 9,81% 520/5244 9,91%
Sbaa
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1.5 Les anomalies a la cour du cycle cellulaire

11.5.1 Les anomalies de prophase

Figure 15 : Photographies montres des exemples de prophase irréguliére (Héliopolis).

Apres la duplication du matériel génétique la cellule peut avoir un déreglement de la
chromatine qu’est lié & un défaut des protéines responsables de la structure nucléaire de la
chromatine. (Kuras et al., 2006) et cela supporte les résultats de Z. cortunum ou des C-
métaphase ont été observeés ; le fuseau mitotique perturbé conduit a la présence de la C-mitose
dans les cellules (Matsumoto et al., 2006).
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11.5.2 Les anomalies de métaphase

Figure 16: Photoghraphies montrent quelque type d’AC dans la métaphase (Héliopolis)

(‘A perte de fragment chromosomique ; B : perte de chromosome ; C : c-méta ; D : méta irréguliere )

La présence d’une mutagénicitée dans les echantillons peut provoquer une perturbation du
fuseau mitotique résultant un effet de C-mitose.Les chromosomes extrémement condensés et
séparés sont utilisés dans les études de caryotype de l'espéce, car ils permettent d'observer la
morphologie de chaque chromosome individuellement. La présence de c-mitose produit des
chromosomes retardataires qui ne sont pas attachés au fuseau. La formation de c-mitose,
retard des chromosomes et la multipolarité peut étre due a la perturbation dans la formation du

fuseau, ce qui implique une activité génotoxique. ( Dorbi.S et Maache.Y.;2019 ).
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11.5.3 Les anomalies de I’anaphase

Figure 17 : Photographies montrent les quelque types d’AC en anaphase (Guelaat bou Shaa).

A : ana avec pert du chromosome ; B : pont chromosomique ; C : alignement en anaphase

D : ana avec perte du fragment chrmosomique ; E : ana irreguliere
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11.5.4 Les anomalies de télophase

Figure 17 : Photographies montres les types de la polarisation de défaut en télophase(Guelaat
bou Sbhaa).

Les aberrations perturbation anaphase-télophase pourrait se produire sur la formation des
microtubules qui peuvent se présenter en fonction de 1’inhibition de la polymérisation de la

tubuline (Kuriyama et Sakai. 1974 ; Kumari et al., 2009).

11.5.5 Autres aberrations observés
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Figure 18 : photographies montres autres types d’anomalies observés au microscope X60

(Héliopolis et Guelaat bou Shaa)

Le test d’aberration chromosomique est I'un des méthodes directes capable de mesurer
directement des mutations et endommagement du matériel génétique dans les systemes
exposés (Rekha, K., et al., 2011). Les AC se caractérisent par un changement qui peut toucher
la structure des chromosomes ou le nombre total de chromosomes, qui peut se produire
spontanément ou suite de l'exposition a des agents chimiques. (Sharma, A.K. ; Sharma A,
1980). Le tableaul9 suivant résume le pourcentage de 1’aberration observée dans cette étude
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Tableau 19 : Pourcentage des AC dans 1’échantillon de contrble négatif

Phase Nom d’aberration Pourcentage
prophase Prophase irrégulier 9,15%
Métaphase Ponts chromosomique 2,05%
Perte de chromosomes 4,45%
Ponts et perte de chromosomes 3,21%
Métaphase avec chromosomes fragmenté 4,95%
Métaphase irrégulier 4,20%
C-Métaphase 6,90%
Anaphase Ponts chromosomique 2,79%
Perte de chromosomes 5,05%
Ponts et perte de chromosomes 1,78%
Chromosome on pause 0%
Anaphase avec chromosomes fragmenté 4,67%
Anaphase irrégulier 5,50%
C-Anaphase 1,84%
Alignement 1,15%
Polarisation de defaut 3,87%
Télophase polarisation de défaut 12,85%
Autre Micro noyau 5,85%
Perturbation de noyau 1,17%
Bi nucléaire 2,98%
Polyploides 2,23%
Plaque équatoriale perturbée 2,78%
Adhérence 10,06%
Tableau 20 : Pourcentage des AC dans 1’échantillon de Héliopolis
Phase Nom d’aberration Pourcentage
Prophase Prophase irrégulier 10,78%
Métaphase | Ponts chromosomique 0,98%
Perte de chromosomes 7,84%
Ponts et perte de chromosomes 0,98%
Métaphase avec chromosomes fragmenté 1,96%
Meétaphase irrégulier 2,94%
C-Métaphase 4,9%
Anaphase Ponts chromosomique 1,96%
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Perte de chromosomes 3,92%
Ponts et perte de chromosomes 2,94%
Chromosome on pause 0%
Anaphase avec chromosomes fragmenté 0,98%
Anaphase irrégulier 5,88%
C-Anaphase 0%
Alignement 0,98%
polarisation de defaut 1,96%
Télophase Polarisation de défaut 13,72%
Autre Micro noyau 8,82%
Perturbation de noyau 0,98%
Bi nucléaire 7,84%
Polyploides 5,88%
Plaque équatoriale perturbée 3,92%
Adhérence 9,8%

Tableau 21 : Pourcentage des AC dans I’échantillon de Guelaat bou Shaa.

Phase Nom d’aberration Pourcentage
Prophase Prophase irrégulier 9,85%
Métaphase | Ponts chromosomique 1,05%
Perte de chromosomes 5,48%
Ponts et perte de chromosomes 1,89%
Métaphase avec chromosomes fragmenté 3,17%
Métaphase irrégulier 3,83%
C-Métaphase 7,95%
Anaphase Ponts chromosomique 2,33%
Perte de chromosomes 4,28%
Ponts et perte de chromosomes 3,16%
Chromosome on pause 1,02%
Anaphase avec chromosomes fragmenté 1,19%
Anaphase irrégulier 6,91%
C-Anaphase 0,98%
Alignement 0%
polarisation de defaut 2,86%
Télophase Polarisation de défaut 15,12%
Autre Micro noyau 2,86%
Perturbation de noyau 1,05%
Bi nucléaire 9,89%
Polyploides 2,86%
Plaque équatoriale perturbée 3,08%
Adhérence 9,09%
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Les résultats des tableaux et les figures indiquent que les échantillons d’eau sont génotoxique
en basant sur 1’aberration sue : ponts, perte, perturbation du noyau, les phases de division qui

sont irréguliére, et surtout la perturbation en anaphase et télophase.

Les aberrations ponts peuvent étre le résultat de la condensation des chromosomes et 1’échec
de séparation des chromosomes au cours de I’anaphase. Ce type d’aberration est généralement

formé par une liaison entre les chromatides sceurs qui restent attachés durant I’anaphase et

jusqu’a la fin de télophase. (Abda, 2015).

Les aberrations C-mitose Selon Fiskesjo (1988), est ’anomalie la plus courante observée, peut
se produire en raison de troubles au niveau des microtubules (Fiskesjo G., 1988), cela signifie
que I’échantillon testé peut contenir des substances cytotoxiques qui peut perturber le processus
du cycle cellulaire normal en empéchant la biosynthése de I'ADN et / ou la formation des
microtubules (Fiskesjo G, 1997).

Pour les adhérences se forment ou les chromosomes perdent leur capacité a se déplacer et se
coincent dans un seul endroit (un des deux poles), ainsi perdent leur capacité a se rendre a leur
destination finale, il se produit ce qu'on appelle les stickiness ou adhérences, et aussi a cause de

la liaison sous-chromatide entre les chromosomes (Mesi et al., 2013).

L’induction des chromosomes vagabonds conduit a la libération et séparation d’un nombre
inégal de chromosomes dans le noyau, ensuite peut causer la formation des noyaux de tailles
inégales au cours de la formation des cellules filles ou prends des formes irréguliéres a
I’interphase (EI-Ghamery et al., 2000).

La ségrégation anormale des chromatides et polarisation de défauts en anaphase/télophase
résultent également de I'action de substances chimiques sur lI'organisation des microtubules. Ces
altérations sont observées a la suite d'une liaison incorrecte du fuseau mitotique au centromére
des chromosomes (Freitas AS, et al., 2016), ou du raccourcissement et de I'allongement de
certains microtubules du fuseau mitotique en décalage avec les autres microtubules. Une
disjonction inégale des chromosomes peut ainsi se produire (chromosomes non orientés,
Figure 17), donnant naissance a des micronoyaux lorsque ces chromosomes ne peuvent pas étre

réincorporés dans le noyau principal avec les autres chromosomes
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perspective



Conclusion

L’eau, est certainement la ressource naturelle la plus précieuse pour I’homme. Est un élément
indispensable a la vie et le développement socioéconomique des pays. L’eau est aussi la cause
de graves maladies, c’est pour cela qu'une eau avant d’étre consommée doit avoir subit un

traitement et respecter des normes.

A propos de notre étude qui a porté essentiellement sur 1’évaluation de la qualité physico-
chimique des eaux de consommations de la ville de Guelma. Et a partir de quelques parameétres
analysés au niveau de laboratoire de 1’université de Guelma, on pourrait dire que nos résultats
obtenus dans I’ensemble sont conformes a la réglementation nationale et internationale en

maticre de potabilité d’eau.
Et a partir de cette étude nous avons conclu que :

- Les analyses physico-chimiques montrent que ces sources d’eau sont des eaux conformes a

celle des normes Algérienne, frangaise et ainsi qu’a L’O.M.S.

- Le pH de ces eaux est neutre, leur degré de minéralisation est moyen, leur température est

acceptable.

< leur teneurs en maticre organique ( DBO® et DCO ) : la teneur de la DBO?® est plus élevée
pour les deux eaux , ces résultats ne répond pas aux normes de qualité d’une eau potable et la
teneur de la DCO pour ’échantillon de( Héliopolis) répond au norme et celle de( Guelaat bou

Sbaa) sa valeur dépasse la norme cela indique que cette eau est pollué.
< Ces eaux sont également dans les normes de la mesure de TAC et TA

- Pour la turbidité, les résultats des deux eaux répond aux normes, et que ces deux eaux
considérée comme des eaux limpides.

D’apres le test d’Allium cepa et a partir des résultats d’indice mitotique qui montrent que les
résultats du GUELAAT BOU SBAA aux des valeurs les plus faible que celles d’HELIOPOLIS
et pour le test d’aberrations chromosomique qui indique aussi que 1’échantillon du GUELAAT
BOUSBAA a des valeur de génotoxicité plus que 1’échantillon d’HELIOPOLIS une corrélation
entre la valeur de la turbidité et les résultats de génotoxicité dans notre étude ; corrélation
démontré par les travaux de ABDA 2015
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Comme perspectives, nous envisageons des études plus approfondie sur :
- Etude des autres sources d’eaux dans la région de Guelma.
-Analyse des autres parametres physico-chimiques.

-Evaluation des effets génotoxiques avec d’autres tests sur des modeles procaryotes et

eucaryotes.
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Annexe 01
Préparation de solution 0.02 N d'acide sulfurique

On convertit a une concentration molaire (demander parmi l'information du site) par la
relation :

N=p.M > M=N/p
P : nombre équivalent, est généralement contrdlée par H30* OH- , les électrons
M : concentration molaire
Pour connaitre le P selon la formule : H2SO4 = SO4 + 2 H3O"™ Doncp=2
Alors M=0.02/2=0.01

Et a l'aide d'un site : https://www.periodni.com/preparation of solutions.php , on va
connaitre combien de volume on est besoin pour préparer la solution.

Annexe 02
La solution HCI (1N) a 8%
Préparation de 100 ml
HCI 8.17 ml
Eau distillé 91,83 ml

Dans une éprouvette, il faut mettre un peu d'eau distillée pour éviter la chaleur exothermique
d'HCI, puis on met 8,17 ml d’HCIl (en utilisant une micropipette de 100 — 1000 pL, pour prendre
170 pL, et 8 ml avec une pipette graduée de 10 ml) et complété jusqu’a 100 ml d’eau distillé.


https://www.periodni.com/preparation_of_solutions.php

Annexe 03

La solution d’Acide Acétique Glacial a 45%

Préparation de 100 ml

Acide acétique glacial 45 ml

Eau distillé | 55 m

Pour la manipulation des acides, il faut étre sous la hotte, et pour mieux mesurer les volumes
utiliser I'éprouvette en tant que le Bécher.

Annexe 04
La solution de Carnoy
Préparation de : 10 ml
Acide acétique glacial 2,5 ml
Ethanol pure (96%) 7.5ml

Le Carnoy est composé d’éthanol 96% et d’acide acétique glacial, dans les proportions

respectives : (3V /1V) ¢’est-a-dire volume d'éthanol 3fois d'acide .



Annexe 05
Réactif de Feulgen

Préparation de 50ml

Fushine basique 0,25¢
Eau distillé 50 ml
HCI (1N) 5mil
K2S,05 059

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 K2S,0s, couvrir la solution par

papier aluminium et la conservéee a 4°C. Aprées 24h la solution est filtrée et peut étre utilisé.



