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Résume :

Cette étude utilise I'Allium cepa comme modeéle d'évaluation des effets cytotoxiques et
génotoxiques des trihalométhanes (THMSs), des composés chimiques présents dans I'eau
traitée au chlore et pouvant représenter un risque pour la santé humaine. Les bulbes d'oignon
ont été exposés aux THMs (Bromoforme et Chloroforme) a différents temps, ainsi qu'a des
témoins négatifs et positifs. Les résultats obtenus, notamment en termes d'élongation
racinaire, d'indice mitotique et d'aberrations chromosomiques, démontrent de maniere
statistiquement significative a (P<0,05) le potentiel cytotoxique déterminé par I’inhibition de
I’¢longation racinaire ainsi que par la régression de I’indice mitotique. Le potentiel
génotoxique des concentrations testées du chloroforme est du bromoforme est exprimé
principalement par des C-métaphases, 1’apparition de cellules binucléés et la polyploidie. Ces
résultats viennent confirmer une fois de plus les risques associés a ces composés pour la santé

humaine.

Mots clés :

Trihalométhanes, Chloroforme, Bromoforme, Genotoxicité, Cytotoxicité.



Abstract:

This study uses Allium cepa as a model to assess the cytotoxic and genotoxic effects of
trihalomethanes (THMs), chemical compounds present in chlorine-treated water that may
represent a risk to human health. Onion bulbs were exposed to THMs (Bromoform and
Chloroform) at various times, as well as to negative and positive controls. The results
obtained, notably in terms of root elongation, mitotic index, and chromosomal aberrations,
demonstrate statistically significant (P<0.05) cytotoxic potential as determined by inhibition
of root elongation and regression of the mitotic index. The genotoxic potential of the tested
concentrations of chloroform and bromoform is expressed by C-metaphases, the appearance
of binucleate cells and polyploidy. These results confirm once again the risks associated with
these compounds for human health.

Key-words :

Trihalomethanes, Chloroform, Bromoform, Genotoxicity, Cytotoxicity.
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Introduction



Introduction

L'eau potable est essentielle & notre survie et a notre bien-étre, mais elle peut également
contenir des substances potentiellement nocives pour la santé humaine. Parmi ces substances,
les trihalométhanes (THMs) sont des composés chimiques couramment présents dans I'eau
traitée par chloration. Les THMs sont utilisé comme agent désinfectant et les matiéres
organiques présentes dans I'eau. Ces composés soulévent des préoccupations quant a leurs

effets biologiques sur la santé humaine (Richardson et al. 2007).

L'étude des effets biologiques des trihalométhanes constitue donc un domaine de recherche
crucial dans le domaine de la santé environnementale et de la qualité de l'eau potable.
Comprendre les conséquences que les THMSs peuvent avoir sur notre organisme est essentiel
pour évaluer les risques et développer des stratégies de gestion de I'eau qui minimisent leur

présence et leurs effets néfastes.

Les effets des trihalométhanes sur la santé ont suscité une attention croissante en raison de
leur potentiel cancérigéne et de leur impact sur différents systemes biologiques. Des études
épidémiologiques ont associé I'exposition prolongée aux THMSs a un risque accru de cancer
de la vessie, du c6lon et du rectum, ainsi qu'a des effets sur la reproduction, le développement

feetal, le systéme immunitaire et le systéme nerveux (Rivera-Nufiez et al. 2012).

Les principaux types de THMs présents dans l'eau potable sont le chloroforme, le
bromodichlorométhane, le dibromochlorométhane et le bromoforme. Chacun de ces
composés peut avoir des effets biologiques différents, et leur concentration dans I'eau doit

étre soigneusement évaluée pour comprendre leur impact sur la santé humaine.

Les tests biologiques a base de plantes sont des outils sophistiqués qui évaluent les altérations
génétiques et les effets mutagénes des agents chimiques ou physiques. lls permettent de
détecter précocement les Iésions génomiques, quantifier les aberrations chromosomiques et
mesurer les mutations, contribuant ainsi a I'évaluation rigoureuse de la génotoxicité et de la

mutagénicité pour protéger I'environnement et la santé publique.

Dans ce mémoire, nous nous concentrerons sur I'étude des effets biologiques des
trihalométhanes et de leurs sous-types specifiques sur la santé humaine. Nous examinerons
les mécanismes d'action potentiels des THMs, en mettant I'accent sur leur capacité a induire

des dommages génétiques, des perturbations hormonales et des altérations cellulaires. De
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plus, nous analyserons les méthodes de détection et d'analyse des THMs dans I'eau potable,
ainsi que les réglementations et les recommandations en matiere de concentration maximale

admissible.

En conclusion, cette étude vise a approfondir notre compréhension des effets biologiques des
trihalométhanes sur la santé humaine, en mettant I'accent sur les mécanismes d'action et les
implications pour la gestion de I'eau potable. Les résultats de cette recherche contribueront a
I'élaboration de mesures de prévention et de contrdle plus efficaces visant a réduire

I'exposition aux THMs et a assurer une eau potable plus sre pour tous.
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CHAPITRE I : Généralités sur les trihalomethanes

1. Définition :

L'ensemble des composés qui se forment lors du processus de désinfection de I'eau sont
collectivement appelés sous-produits de désinfection (SPD). Les trihalométhanes (THMS)
sont des sous-produits de désinfection qui se forment lorsque le chlore (ou un produit a base

de chlore) est utilisé comme désinfectant.

Les THMs que I'on trouve couramment dans I'eau destinée a la consommation humaine sont :
le chloroforme, le bromodichlorométhane (BDCM), le dibromochlorométhane (DBCM) et le

bromoforme, le chloroforme étant généeralement le principal composant.

De nombreux trihalométhanes sont considérés comme dangereux pour la santé et suspectés
comme cancérigenes. La directive de la Communauté européenne sur l'eau potable stipule
que l'eau utilisée pour la consommation humaine ne doit pas dépasser 100 pg / | de THM
totaux et la réglementation américaine indique un niveau maximal de 80 pg / | de THM
totaux (MultiSensor Systems, 2016.).

Les trihalométhanes (THMs) sont des composés constitués d’un seul atome de carbone lié a
des halogenes, de formule générale CHX3, ou X est habituellement du chlore, du brome ou

une combinaison de ces deux éléments.

1.1. Bromoforme:

Le bromoforme (CHBr3) est un liquide jaunatre pale avec une odeur sucrée semblable au
chloroforme. Il est soluble dans environ 800 parties d'eau et miscible avec l'alcool, le
benzéne, le chloroforme, I'éther, I'éther de pétrole, I'acétone et les huiles. 1l est également
ininflammable et s'évapore facilement dans l'air. Le bromoforme est produit naturellement
par le phytoplancton et les algues dans I'océan et on pense que c'est la source prédominante

dans I'environnement (Bingham et al 2001).

1.2. Chloroforme:

Le chloroforme (ou trichlorométhane) est produit par I’action de 1’hypochlorite de sodium, a
pour formule brute CHCIs. C’est un liquide incolore, trés volatil, et dont 1’odeur douceatre est
caractéristique. Il a été découvert a peu prés simultanément par Samuel Guthrie (Etats-Unis),
Justus von Liebig (Allemagne) et Eugéne Soubeiran (France) en 1831. Sa caractérisation et sa
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CHAPITRE I : Généralités sur les trihalomethanes

dénomination, chloroforme (radical form(yl)e = dérivé de I’acide formique), sont dues au

chimiste, académicien et ministre, Jean-Baptiste Dumas (1834) (Produits SCF, 2011.).

2. Sources, expositions, pharmacocinétique et pharmacodynamique des
THMs :

2.1.Sources :

Les THMs sont générés lors de la désinfection de I'eau, par réaction du chlore (ou du dioxyde
de chlore / hypochlorite) avec la matiére organique naturelle (NOM) présente dans l'eau,
comme l'acide humique et I'acide fulvique. La concentration de THMs dans I'eau dépendra de
la quantité de chlore présent, du temps de contact du chlore avec la matiére organique, de la
quantité de matiére organique, de la concentration de bromures dans I'eau, du pH et de la

température.

Selon les informations disponibles, pour la population générale, la principale source
d’exposition aux THMs est 1’eau utilisée a des fins de consommation et a d'autres fins
domestiques (lessive, douche, bain, etc.). On a rapport¢ que 1’addition d’agent de
blanchiment chloré au moment de la lessive favorise également la formation de chloroforme
et constitue une autre source d’exposition significative aux sous-produits de la chloration

(Shepherd et al 1996).

L’alimentation, notamment 1’ingestion de boissons produites avec de 1’eau traitée, pourrait
aussi étre une source d’exposition aux trihalométhanes (Santé Canada 2003). La pratique de
la natation dans les piscines dont I’eau a ¢ét¢ désinfectée au moyen de chlore représente enfin
une source d’exposition non négligeable aux THMs (Nieuwenhuijsen et al. 2000; B.
Lévesque et al. 1994).

Les THMs ne représentent toutefois qu’une fraction des produits qui peuvent se former lors
de la chloration de I’cau. Parmi les autres sous-produits susceptibles d’étre formés, on
retrouve des acides acétiques halogénés, des acétonitriles halogénés, des cétones halogénées,
des aldéhydes chlorés, des chlorophénols, du trichloronitrométhane (chloropicrine)
(Cumming et al. 1993.)
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CHAPITRE I : Généralités sur les trihalomethanes

2.1.1. Concentrations de THMs dans I’air et les produits alimentaires

Les concentrations de THMs (et autres sous-produits de la chloration) peuvent étre
trés variables d’un réseau a l’autre. En général, les concentrations les plus élevées se
retrouvent dans ’eau traitée provenant de sources a fortes teneurs en matieres organiques,
comme les lacs et les riviéres, et les concentrations les plus faibles, dans les sources

souterraines (Milot, Rodriguez, and Sérodes 2000; Santé Canada 2003).

Les teneurs en THMs peuvent donc varier de fagon importante en fonction de la
matiere organique (COT) mais également en fonction d’autres paramétres de la qualité de
I’eau tels les bromures, le pH, I’ammoniac, ’alcalinité et la température. Les paramétres de
traitement (enlévement de la matiére organique avant le point d’application du désinfectant,
type de désinfectant, dose de désinfectant, temps de contact) et la saison (les concentrations
sont généralement plus élevées en été et plus faibles en hiver) influencent aussi les

concentrations de THM dans I’eau (Laferriére et al. 1999; Rivera-Nufiez et al. 2012).

Les concentrations de THMSs et autres sous-produits de la chloration sont soumises a
des variations spatio-temporelles a ’intérieur d’un réseau (Rodriguez et al. 2001; Chen et
al. 1998). Les variations saisonniéres des teneurs de THMs dans I’cau traitée sont
principalement dues aux variations de température de I’eau mais également au type de
matiére organique (Rodriguez et al. 2001). On constate également que les niveaux les plus
¢levés de THMSs sont mesurés a I’extrémité du réseau (Rodriguez et al. 2001; Chen et al.
1998). Cette variation spatiale serait attribuable a la réaction du chlore résiduel libre avec la
matiére organique notamment le biofilm fixé sur les parois des conduites (Rossman et al.
2001).

2.2.\Voies d'absorption :

L’ingestion constitue une voie importante d’absorption des THM contenus dans 1’eau
du robinet. L’utilisation de 1’eau a des fins domestiques, particulierement lors de la prise de
douches et de bains, contribue également a I’absorption des THM par inhalation et par
contact cutané (Benoit Lévesque et al. 2002; Backer et al. 2000 ; Chen et al. 1998; Weisel
et al. 1990). Pour des concentrations de chloroforme dans I’eau inférieures a 50 pg/l,

I’absorption par inhalation et contact cutané lors de la prise d’une douche de 10 minutes
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serait égale ou supérieure a 1’absorption par ingestion d’un litre d’eau chlorée (Backer et al.
2000; Chen et al. 1998; Weisel et al. 1990).

Cependant, méme si les doses absorbées sont du méme ordre, elles ne sont pas
nécessairement équivalentes d’un point de vue toxicologique (Blancato et al. 1993.). En
effet, les THMs absorbés par ingestion sont en bonne partie metabolisés lors du premier
passage au foie alors que ceux inhalés ou absorbés par voie cutanée se retrouvent directement

dans la circulation sanguine (Chen et al. 1998).

Par ailleurs, I’inhalation et le contact cutané¢ ne sont pas des voies d’absorption
significatives pour tous les sous-produits de la chloration. A titre d’exemple, les acides
acetiques halogénés, qui sont les sous-produits les plus communs apres les THMs, sont non
volatils (Xu et al. 2003; Kim et al. 1999) et possédent un faible coefficient de perméabilité
au niveau cutané (Trabaris et al. 2001). Par conséquent, pour ces substances, 1’ingestion

d’eau demeure de loin la principale voie d’exposition.

2.3.Pharmacocinétique et métabolisme :

Les THMs ingérés sont absorbés au niveau gastro-intestinal. A cause de sa grande
volatilité, le chloroforme peut également étre absorbé par les poumons. Une fois absorbés, les
concentrations de THM les plus importantes se retrouvent dans les tissus adipeux, le foie et
les reins. Une partie des THMs absorbés est exhalée sous forme inchangée. Le reste est oxydé
en composés dihalocarboxyliques tres réactifs (ex. phosgeénes, chlorobromocarboxyles) puis
hydrolysé en dioxyde ou monoxyde de carbone avant d’étre expiré. Les données suggérent
que ces composés dihalocarboxyliques seraient responsables des effets toxiques des THMs
(World Health Organization 2000; Santé Canada 2003).

2.4. Données toxicologiques et épidémiologiques :

2.4.1. Toxiciteé aigue :

La toxicit¢ aigué des THMs chez I’animal se caractérise par une dépression du
systéme nerveux central et par des manifestations cardiaques. Le foie et les reins peuvent
également étre atteints. Les concentrations mesurées dans l’eau potable sont toutefois
beaucoup trop faibles pour provoquer de tels effets chez I’humain (World Health
Organization 2000; Santé Canada 2003).
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Parmi tous les constituants des THMSs, on ne retrouve des doses toxiques aigués chez
I’humain que pour le bromoforme, substance utilisée au siécle dernier comme sédatif pour
contrdler la toux. A partir des observations faites chez les enfants, la dose létale pour le
bromoforme a été estimée a 300 mg/kg de poids corporel par jour alors que la dose minimale
induisant une légere sédation est de 54 mg/kg de poids corporel par jour (World Health
Organization 2000). Cette dose est, de facon approximative, 5000 fois plus élevée que celle

a laquelle la population est généralement exposee.

2.4.2. Toxicité chronique :

Une exposition prolongeée a de fortes doses de THMs peut entrainer une toxicite
hépatique et rénale. Chez 1’animal, ces effets peuvent étre observés lorsque les doses sont de
I’ordre de plusieurs mg par kg de poids corporel (World Health Organization 2000).
Compte tenu des faibles concentrations généralement mesurées dans 1’eau potable, il est peu

probable d’observer de tels effets chez [’humain.

2.5. Effets sur la reproduction et le développement :

Le nombre d’études toxicologiques et épidémiologiques ayant examiné les effets
potentiels des sous-produits de la chloration sur la reproduction et le développement du feetus
est relativement restreint comparativement aux recherches sur la cancérogenése de ces

produits.

Des malformations congénitales, un faible poids a la naissance et la mort d’embryons,
ont toutefois été observés apres I’administration de fortes doses de différents sous-produits de
la chloration (principalement des acides acétiques halogéneés et des acétonitriles halogénés)
chez I’animal. Par ailleurs, un nombre grandissant d’études épidémiologiques souléve la
possibilité d’une faible association entre 1’exposition aux THMs par la consommation d’eau
potable pendant la grossesse et certains effets comme des retards de la croissance feetale, des
avortements spontanés et des malformations congénitales (Dodds et al. 2001;
Nieuwenhuijsen et al. 2000; Mills et al. 1998).

Cependant, les preuves appuyant les effets sur la reproduction et le développement
chez ’humain associés a 1’exposition aux sous-produits de la chloration demeurent minces et
les études faites jusqu’a ce jour ne permettent pas de confirmer le lien de cause a effet (Mills
et al. 1998).
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2.6.  Effets cancérigenes :

Compte tenu des difficultés lies a 1’é¢tude chez I’animal des effets associés a des
mélanges de sous-produits générés par la chloration, 1’évaluation de la cancérogénicité des
sous-produits s’est faite principalement sur chaque substance individuelle, avec une emphase
particuliére sur le chloroforme et ce, en raison des niveaux éleves de ce produit retrouvés
dans I’eau. Dans I’ensemble, les principaux types de tumeurs observés chez les rongeurs (rat
et souris) exposes a des THM ou a des acides acétiques sont le cancer du foie, des reins et du
colon (Boorman 1999; Mills et al. 1998).

De nombreuses études épidémiologiques ont été réalisées afin d’évaluer le risque de
cancer chez les populations exposées a ces produits. Jusqu’a maintenant, seul un exces de cas
de cancer de la vessie a été observé de fagon assez constante chez les consommateurs d’eau
chlorée (King 2001; World Health Organization 2000). Cet excés est toutefois faible (RR <
1,5) et a été principalement observé chez les populations exposées pendant de nombreuses
années (20 années ou plus). Cependant, plusieurs contradictions ont été observées entre les
études concernant le lien de causalité (World Health Organization 2000; Mills et al. 1998).
Les données portant sur d’autres cancers (principalement colon et rectum) sont encore moins

probantes.

Cependant, vu la grande taille des populations exposées, un faible risque relatif
pourrait toutefois étre responsable d’un nombre important de cas (Mills et al. 1998; Levallois
et al. 1997). A titre d’exemple, 1'Agence de protection de l'environnement des Etats-Unis (US
EPA) (United States Environmental Protection Agency, 1998) estime, a partir des données
épidémiologiques, que le nombre de cancers de vessie attribuable a la chloration de I’eau

pourrait (en cas de lien causal) représenter entre 2 et 17 % des nouveaux cas chaque année.

Les sous-produits de la chloration sont également associés a des effets mutagenes. De
nombreuses études ont démontré que c’est principalement la fraction acide non volatile des
sous-produits de la chloration qui est responsable de ces effets (Meier, 1988). Aussi, une
forte corrélation entre la teneur en MX de I’eau de consommation et 1’activité mutagene a été

mise en évidence par Wright et ses collaborateurs (Wright et al. 2002).
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2.7.  Effets sur la dialyse :

Pour une seule séance de dialyse, 90 a 200 litres d'eau peuvent étre nécessaires. Ceci
représente annuellement, pour chaque patient dialyse, un volume de prés de 20 000 litres, soit

20 a 30 fois ce qui est apporte par I'alimentation.

Un des inconveénients liés a cette technique réside dans le fait que les substances
circulent dans les deux sens au niveau de la membrane. Ainsi, les impuretés présentes dans
I'eau utilisée pour préparer le dialysat, peuvent passer dans le sang des sujets et provoquer de
graves troubles. L'illustration de ce risque nous est donnée par les cas d'encéphalopathies qui

ont été décrits chez les sujets dialysés (Salas et al. 2013).

3. Mesures de contrdle disponibles :

3.1. Mesures communautaires :

Les mesures mises en place pour limiter la formation de sous-produits de la chloration
dans I’eau de consommation ne doivent aucunement se faire au détriment de 1’efficacité de la
désinfection puisque cela constituerait un risque inacceptable. Aussi, on considere que la
meilleure méthode pour contrdler les sous-produits de la chloration consiste a diminuer la
maticre organique de la source d’eau avant la désinfection, afin d’éviter qu’elles ne réagissent
avec le chlore pour former des sous-produits. La réduction de la matiére organique présente
deux bénéfices importants. Elle permet d’accroitre 1’efficacité de la désinfection et réduit la

formation de sous-produits organiques chlorés.

D’une maniére générale, une filiére de traitement qui comporte les étapes suivantes :
floculation, décantation-filtration, permet de réduire la matiere organique, plus précisément le
carbone organique dissout (COD), et par conséquent les précurseurs des sous-produits de la
chloration (Trabaris et al. 2001) .

D’autres procédés de traitement comme la nanofiltration s’avérent également
intéressants tant dans la réduction des précurseurs que dans 1’élimination des micro-
organismes. Dans les petits réseaux, il est également possible de réduire les concentrations de
sous-produits en optant pour une eau souterraine plutdt que pour une eau de surface. Le

remplacement du chlore par d’autres désinfectants comme 1’0zone ou le dioxyde de chlore a
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certaines etapes de la désinfection peut également permettre de réduire la teneur en THMs de

I’eau.

Cependant, modifier les stations de traitement de I’eau pour utiliser I’ozone peut
s’avérer trés colteux. De plus, 'utilisation de 1’ozone entraine la formation d’autres sous-
produits qui peuvent étre néfastes pour la santé s’ils ne sont pas controlés (ex. formaldéhyde
et bromate). Quant au dioxyde de chlore, il peut également former d’autres sous-produits de
désinfection dont les effets sur la santé sont encore inconnus (Santé Canada 2003). Compte
tenu de ces informations, il demeure que le chlore est un désinfectant de choix car facile a
utiliser, peu colteux et ayant un pouvoir désinfectant persistant. Souvent essentiel pour
contréler la recroissance bactérienne, il assure également un chlore résiduel dans le réseau de

distribution.

3.2. Mesures individuelles :

Les appareils de traitement de 1’eau par charbon activé permettent normalement de réduire de
fagon importante les concentrations de THMs dans 1’eau potable (Levallois, P. 1997; Santé
Canada 2003). Santé Canada recommande, aux consommateurs qui désirent se procurer de
tels appareils, 1’achat d'un dispositif de traitement de I’eau certifi¢ conforme a une des
normes de rendement en matiére de santé ANSI/NSF (Santé Canada, 2003). Si un dispositif
de filtration est utilisé, il est toutefois essentiel de I’entretenir soigneusement car ces appareils
peuvent non seulement se saturer et devenir inefficaces mais peuvent également devenir une

source de contamination bactérienne de 1’eau (Clerk 1999).

Ces mesures ne peuvent cependant réduire que de fagon partielle 1’exposition aux sous-
produits de la chloration (2 moins d’installer le filtre a ’entrée d’eau de la résidence) puisque
I’utilisation de I’eau a des fins domestiques (lessive, douche, bain, etc.) représente une source

d’exposition significative aux THMs.

L’exposition aux THMs peut également étre réduite en partie en assurant une bonne
ventilation de la maison et plus particuliérement de la salle de bain. Aussi, Lévesque et ses
collaborateurs (Benoit Lévesque et al. 2002) souligne que la charge corporelle de
chloroforme générée par la prise d’un bain de 10 minutes serait moins importante que celle

induite par une douche de méme durée. L utilisation d’une eau plus froide lors de la prise
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d’une douche ou d’un bain (Rossman et al. 2001) represente un autre moyen simple qui peut

étre pris pour réduire 1’absorption du chloroforme par voie cutanée.

Enfin, compte tenu que les concentrations de THMs et autres sous-produits de la chloration
sont maximales en été (mai a octobre), on peut présumer que les bénéfices associés a
I’application de mesures visant a réduire son exposition aux THMs et aux autres sous-
produits de la chloration seront maximaux pendant la période estivale. Pendant les périodes
chaudes, il est généralement facile d’assurer une bonne ventilation en ouvrant les fenétres et

en prenant des douches avec de 1’eau plus froide.

Bien que certaines études aient démontré que le fait de faire bouillir I’eau pouvait entrainer
une diminution des concentrations de THMs et d’autres sous-produits dans 1’eau (Chen et al.
1998; Kuo et al. 1997), cette méthode ne constitue pas une mesure permettant d’éliminer
adéquatement les sous-produits de la chloration. De plus, la préparation de breuvages chauds
(thé, café) peut entrainer la formation de certains sous-produits comme des acides acétiques
halogénés (Balko et al. 2001).

Les THMs peuvent également étre partiellement ¢liminés en aérant simplement 1’eau dans un
mélangeur (Santé Canada 2003). Cependant, le principe de volatilisation ne contribuera qu’a
faire passer les THMs d’un milieu a un autre, soit de I’eau a ’air, sans toutefois les éliminer
complétement. On doit également prendre en considération le fait que la fraction acide non
volatile des sous-produits de la chloration a souvent été associée au pouvoir mutagéne et que

cette fraction n’est pas réduite par 1’ébullition ou I’aération (Meier, 1988).
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Introduction :
La génotoxicité est une branche de la recherche en toxicologie qui étudie les agents
susceptibles de causer des dommages génétiques. Elle englobe plusieurs disciplines telles que

la biologie moléculaire, la génétique, la toxicologie et I'épidémiologie.

1. Génotoxicité des trihalométhanes :

1.1. Preuve d'effets génotoxiques sur divers organismes

Plusieurs études ont étudié les effets génotoxiques des THM sur divers organismes. Les

points suivants mettent en évidence les preuves a I'appui de la génotoxicité des THM :

1.1.1. Systemes cellulaires bactériens et mammaliens :

La recherche a mis en évidence la génotoxicité des systemes cellulaires bactériens et
mammaliens exposés aux THM. Des études menées in vitro ont démontré les effets
génotoxiques des THM sur ces systemes cellulaires, indiquant leur capacité a causer des
dommages a I'ADN (Stocker et al. 1997) .Ces résultats soulignent les dangers des THM et la

nécessité de poursuivre les recherches.

1.1.2. Organismes aquatiques :

Les effets génotoxiques des THM sur les organismes aquatiques ont également été étudiés.
Bien que [Il'effet génotoxique des THM sur les organismes aquatiques dans les
environnements naturels reste controversé, une méta-analyse de 44 études individuelles a
révélé des preuves suggérant des effets génotoxiques des microplastiques, qui peuvent agir
comme des porteurs de THM, sur les organismes aquatiques (Sun et al. 2021). Des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour comprendre pleinement la génotoxicité des

THM dans les ecosystemes aquatiques.

1.1.3. Organismes multicellulaires :

Des études ont egalement porté sur les effets génotoxiques des THM sur les organismes
multicellulaires. Par exemple, une étude analysant la génotoxicité de I'arsenic, qui est souvent
associé aux THM, a montré qu'il induisait des modifications de la méthylation de I'ADN et

une génotoxicité dans les globules blancs (Nava-Rivera et al. 2021). Cela indique que
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I'exposition aux THM peut entrainer des conséquences genotoxiques sur les organismes

multicellulaires, y compris des effets potentiels sur les parametres de reproduction.

2. Classification végeétale pour les études de génotoxiciteé :

Les études de génotoxicité jouent un réle important dans I'évaluation des effets nocifs
potentiels de divers composés sur les organismes vivants, y compris les plantes. Lors de la
réalisation de ces études, la sélection appropriée des espéces végétales est essentielle pour
obtenir des résultats significatifs et pertinents. Cette section se concentre sur la classification
végétale utilisée dans les études de génotoxicité, en mettant I'accent sur les espéces végetales

utilisées et les facteurs influencant leur sélection.

2.1. Importance des essais de génotoxicité sur les plantes

Les essais de génotoxicité sur les plantes ont fait I'objet d'une attention particuliére en raison
de leur simplicité, de leur rentabilité et de leur pertinence dans I'évaluation du potentiel
génotoxique de différentes substances (Maluszynska et al. 2005). Ces essais fournissent des
informations précieuses sur lI'impact des substances sur le matériel génétique des plantes,
notamment les lésions de I'ADN, les aberrations chromosomiques et les effets
cytogénétiques. En outre, les essais sur les plantes peuvent servir de bioindicateurs efficaces
pour les études de génotoxicité environnementale (Ahmad et al. 2021). Il est donc essentiel
de sélectionner les espéces végétales appropriées pour les études de génotoxicité des THM

afin d'obtenir des résultats précis et significatifs.

2.2. Espéces végétales utilisees en tests de génotoxicité

Dans les tests de génotoxicité, différentes especes végétales peuvent étre utilisées pour
évaluer les effets nocifs des composés testés sur I'ADN et les processus cellulaires. La
sélection des especes appropriées dépend de plusieurs facteurs, notamment la disponibilité, la
facilité de manipulation, la sensibilité aux substances génotoxiques et la représentativité
écologique. Certaines espéces végétales couramment utilisées dans les tests de génotoxicité

comprennent :
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1. Arabidopsis thaliana : L'Arabidopsis thaliana, également connue sous le nom de
moutarde des jardins, est une espece modéle largement utilisée en recherche végetale.
Elle présente de nombreux avantages, tels qu'une petite taille, un cycle de vie court et
un génome bien caractérisé, ce qui en fait un organisme modéle idéal pour les études

de génotoxicité (Sponchiado et al. 2016).

Section Transversale de

Arabidopsis thaliana, Ia feuille

Section Transversale
de Ia tige

?/%Yf%

Méristéme apical
racinaire

Figure 1 : Images de divers tissus végétaux d'Arabidopsis thaliana, notamment
la feuille, la tige et la racine, colorés avec 0,5 pg/mL de saponine@DPI-In
pendant 10 min. Le xyléme primaire de la section transversale de la tige est
vivement coloré en raison de la forte concentration de lignine hydrophobe. (A)
Diagramme d'une section transversale de tige d'Arabidopsis, (B) champ clair,
(C) fluorescence, et (D) champ clair et fluorescence fusionnés. Toutes les

barres d'échelle sont de 200 um. (Alexander et al. 2017)
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2. Vicia faba: La féve, Vicia faba, est une plante Iégumineuse souvent utilisée dans les
études de génotoxicité. Elle est appréciée pour sa sensibilité aux agents génotoxiques
et sa facilité de culture en laboratoire. Les méristemes racinaires de Vicia faba sont

couramment utilisés dans les tests de génotoxicité pour évaluer les dommages a

Figure 2: Détails de Vicia Faba

I'ADN et les effets cytogénétiques (Committee et al. 2017).
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3. Tradescantia : Les especes du genre Tradescantia, telles que ou Tradescantia

4.

Figure 3: Tradescantia boliviana.
A - détail des racines tubéreuses. B —port. C -
détail d'une branche fertile, montrant les limbes
condupliqués et les inflorescences axillaires. D -

vue de face d'une fleur a I'anthése

micronucleus, sont largement utilisées pour les tests de génotoxicité. Ces plantes
présentent la particularité d'avoir des poils violet foncé (trichomes) qui sont sensibles
aux dommages a I'ADN et qui peuvent étre facilement évalués par des méthodes telles

que le test des micronoyaux (Marmiroli et al. 2022).

Allium cepa : L'oignon commun, Allium cepa, est souvent utilisé dans les tests de
génotoxicité en raison de la disponibilite des cellules de I'oignon et de leur sensibilité
aux agents génotoxiques. Les racines de lI'oignon sont utilisées pour évaluer les effets
génotoxiques et cytogénétiques, en mesurant par exemple les aberrations

chromosomiques et les cassures d’ADN (Committee et al. 2017).
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5. Lactuca sativa : La laitue, Lactuca sativa, est une plante largement cultivée et utilisée
dans les études de génotoxicité. Les tests de génotoxicité utilisant les tissus de laitue
peuvent évaluer les dommages a I'ADN, les cassures chromosomiques et les effets

cytogénétiques (Bardoloi et al. 2022).

Il convient de noter que la sélection des especes végétales peut varier en fonction des

objectifs spécifiques de I'étude et des exigences réglementaires ou scientifiques en vigueur.

2.3. Facteurs influencant la sélection des espéces végétales

Plusieurs facteurs influencent la sélection des espéces végétales pour les études de
génotoxicité. Ces facteurs doivent étre pris en compte pour garantir que les résultats obtenus
sont représentatifs et pertinents. Les principaux facteurs influengant la sélection des espéces

végétales sont les suivants :

1. Sensibilité aux agents génotoxiques : Les especes végétales doivent étre sensibles
aux agents génotoxiques afin de pouvoir détecter les effets génotoxiques potentiels
des composés testés. Certaines especes présentent une sensibilité accrue aux
substances génotoxiques, ce qui en fait des candidats appropriés pour les tests de

génotoxicité (Agence internationale de I’énergie atomique 2018).

2. Représentativité écologique : lIdéalement, les espéces végétales sélectionnées
devraient étre représentatives des plantes présentes dans I'environnement étudié. Cela
permet de mieux évaluer les effets potentiels des agents génotoxiques sur les plantes
dans leur habitat naturel et de mieux comprendre les conséquences écologiques
(Lizeem et al. 2011).

3. Facilité de manipulation et de culture : La sélection d'especes végétales qui sont
faciles @ manipuler en laboratoire et a cultiver est importante pour la realisation des

tests de génotoxicité. Une culture facile permet de produire des échantillons de
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plantes standardisés et de realiser des réplications expérimentales plus facilement
(Cotelle 1999).

4. Disponibilité : La disponibilité des espéces végetales est un autre facteur important a
considérer. Les especes couramment cultivées ou facilement accessibles sont
préférables, car elles permettent une mise en ceuvre pratique des tests de génotoxicité

et une comparaison des résultats entre différentes études (Onzo et al. 2015).

5. Connaissance de la biologie : Une connaissance préalable de la biologie des espéces
végétales sélectionnées est importante pour interpréter correctement les résultats des
tests de génotoxicité. Comprendre les mécanismes de réparation de I'ADN, la
physiologie végétale et d'autres aspects biologiques des especes sélectionnées est
essentiel pour interpréter les résultats des tests de maniere appropriée (Agence

internationale de I’énergie atomique 2018).

En tenant compte de ces facteurs, les chercheurs peuvent sélectionner les especes végetales
les plus appropriées pour les études de génotoxicité, assurant ainsi la pertinence et la validité

des résultats obtenus.

3. Allium cepa :

3.1. Description de I'Allium cepa :

Allium cepa, communément appelé oignon, est une plante herbacée bisannuelle appartenant a
la famille des amaryllis (Amaryllidaceae) (Britannica 2023) .Bien que ses origines sauvages
exactes soient inconnues, les premiéres représentations d'oignons remontent a I'Egypte
ancienne, vers 2700 avant J.-C. (NParks 2022) .Aujourd'hui, I'Allium cepa est cultivé dans le
monde entier, principalement dans les zones tempérées, et est trés apprécié pour ses qualités
culinaires et sa saveur particuliére (Britannica 2023).

D'un point de vue taxonomique, Allium cepa était traditionnellement classé dans la famille
des Liliaceae. Toutefois, selon des schemas taxonomiques plus récents, il est désormais
reconnu comme un membre de la famille des Amaryllidaceae, plus précisément de la sous-
famille des Allioideae (Marrelli et al. 2018) .Cette classification refléte les relations
évolutives et les caractéristiques genétiques d'Allium cepa dans le cadre plus large de la
taxonomie végétale.

La description botanique de I'Allium cepa donne un apergu de ses caractéristiques physiques.

Il s'agit d'une plante vivace dont le bulbe souterrain est le principal organe de stockage

Page | 18



CHAPITRE Il : Genotxicité

(Brain Kart, 2020).Le bulbe de I'Allium cepa est la principale partie comestible de la plante
et sa taille, sa forme et sa couleur varient en fonction du cultivar (Britannica 2023). Le bulbe
est constitué de couches concentriques de feuilles modifiées, appelées écailles, qui protegent
les tissus internes (Brain Kart 2020). Le systeme racinaire de I'Allium cepa est constitué de
racines adventives fibreuses qui ancrent la plante et facilitent I'absorption de I'eau et des
nutriments du sol (Brain Kart 2020).

Allium cepa présente un port de croissance particulier. La plante a un cycle de vie pérenne, le
bulbe servant de source de nourriture et d'énergie pour la repousse apres les périodes de
dormance (Britannica 2023). Pendant la saison de croissance, Allium cepa produit une tige
haute et érigée avec des feuilles allongées et creuses naissant de la plaque basale du bulbe
(Brain Kart 2020). Ces feuilles se caractérisent par leur forme linéaire et leur texture
succulente, permettant la photosynthése et I'assimilation des nutriments (Britannica 2023).
En termes de culture, I'Allium cepa préfére les sols fertiles humides mais bien drainés et
prospére en plein soleil (NParks 2022). La profondeur de plantation varie généralement entre
un demi-pouce et un pouce, avec un espacement de 6 pouces entre les bulbes [6]. Le
développement des bulbes d'Allium cepa est influencé par les conditions environnementales
et le stade de croissance. La récolte est généralement effectuée lorsqu'au moins 2/3 des fanes
sont mortes, ce qui indique que la maturation des bulbes est terminée (NParks 2022).

Allium cepa n'a pas seulement une importance culinaire, mais aussi une importance
pharmacologique. La recherche a mis en évidence les diverses activités pharmacologiques de

la plante, notamment ses effets anticancéreux, antidiabétiques, antimicrobiens,
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cardiovasculaires et antioxydants (Kuete, 2017).

Ces propriétés font de I'Allium cepa un candidat potentiel pour le développement de

nouvelles interventions thérapeutiques pour diverses affections humaines (Kuete 2017).

3.2.  Avantages d'Allium cepa dans I'étude des effets génotoxiques :

L’Allium cepa a été reconnu comme un organisme modele inestimable pour I'étude de la

génotoxicité en raison de ses caractéristiques et réponses distinctes : (Leme et al. 2009)

Sensibilité aux agents génotoxiques : Allium cepa présente une grande sensibilité a divers
agents génotoxiques, ce qui en fait un organisme modéle idéal pour les études de
génotoxicité. Le matériel génétique de la plante, y compris ses chromosomes, est facilement
accessible pour l'analyse, ce qui permet de détecter les effets génotoxiques induits par
différents agents.

Réponse visible et rapide : Allium cepa présente une réponse visible et rapide aux agents
génotoxiques, ce qui facilite une évaluation et une analyse rapides (Beigoli et al. 2021). Des
changements dans la croissance des racines, l'indice mitotique et les aberrations
chromosomiques peuvent étre observés dans un laps de temps relativement court, ce qui

permet un dépistage efficace des substances génotoxiques potentielles.

Manipulation et culture aisées : Allium cepa est facile a manipuler et a cultiver, ce qui en
fait un modéle pratique pour les études de génotoxicité (Kianian et al. 2021). La plante a un
cycle de vie court, ce qui permet de mener plusieurs expériences dans un délai raisonnable.
En outre, elle peut étre cultivée dans des conditions contr6lées, ce qui garantit la cohérence
des dispositifs experimentaux.

Structure chromosomique distincte : Allium cepa posséde des chromosomes de grande
taille et facilement observables, ce qui simplifie I'identification et I'analyse des aberrations
chromosomiques induites par des agents génotoxiques (Leme et al. 2009a). Les centromeres
bien definis et les bandes distinctes facilitent I'identification des altérations structurelles,

telles que les cassures, les délétions et les réarrangements.

Disponibilité d'essais biochimiques et moléculaires : Allium cepa offre l'avantage de
permettre la réalisation d'essais biochimiques et moléculaires pour eétudier les effets

génotoxiques (Kianian et al. 2021). La plante contient des composés bioactifs, tels que la
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quercétine, les thiosulfinates et les acides phénoliques, qui ont été associés a diverses
propriétés thérapeutiques (Kianian et al. 2021). Ces composés peuvent étre analysés pour

déterminer leurs effets génotoxiques ou protecteurs potentiels.

Economique et facile & cultiver : Allium cepa est une plante économiquement importante,
qui se classe parmi les végétaux les plus cultivés dans le monde (Pranjali, 2023). Sa culture
est relativement simple, ce qui en fait un organisme modele rentable pour les études de

génotoxicité.

4. Analyse comparative des avantages et limitations des tests de

génotoxicité

Les tests de génotoxicité jouent un rdle crucial dans I'évaluation des effets nocifs potentiels
de diverses substances sur le matériel génétique. Ces tests permettent d'identifier les
composés qui ont la capacité d'induire des lésions de I'ADN, des mutations, des aberrations
chromosomiques ou d'autres altérations génétiques.

Dans cette derniére partie, nous présentons un tableau comparatif des tests de génotoxicité
couramment utilisés, tant in vitro qu'in vivo, afin d'évaluer leurs avantages et leurs limites.
Tableau 1: Analyse comparative des tests In vitro (Luan et al. 2022; Organisation de

coopération et de développement économiques 2011; Marilyn Registre 2015; Kilcoyne et
al. 2013)

Nom du test | Description Application Avantages Inconvénients
Testd'’Ames | Essai de mutation | Evaluation du | Test largement | Limit¢ & la
inverse  bactérienne | potentiel mutagéne | accepté et | détection de
utilisé pour détecter | des produits | validé. mutations
les mutations | chimiques. ponctuelles.
génétiques chez les
bactéries.
Test du | Test in vitro qui | Evaluation des | Sensible aux | Prend du temps
micronoyau | mesure la présence de | lésions clastogénes et | et nécessite du
micronoyaux, c'est-a- | chromosomiques et personnel
dire de petits noyaux qualifié pour
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supplémentaires de l'aneuploidie. aux aneugenes. | l'analyse.

formés lors de la

division cellulaire.
Test de la | Essai d'électrophorése | Evaluation des | Sensible a | Notation
comete sur gel d'une seule | dommages causés a | différents types | subjective et

cellule utilise pour | IADN et de la|de lésions de | nécessite un

détecter les dommages | capacité de | I'ADN. équipement

et la réparation de | réparation. spécialisé.

I'ADN.
Test du | Extension du test du | Evaluation des | Permet de | Prend du temps
micronoyau | micronoyau ou les | lésions détecter les | et nécessite du
bloqué par la | cellules sont bloquées | chromosomiques et | effets personnel
cytokinese dans la cytokinése, ce | de l'aneuploidie. clastogenes et | qualifié pour
(CBMN) qui permet d'identifier aneugéniques. I'analyse.

a la fois les

micronoyaux et les

ponts

nucléoplasmiques.
Tests de | Les tests qui mesurent | Evaluation de la | Fournit des | Techniques
réparation de | la capacité de | capacité de | informations sur | complexes
I'ADN réparation de I'ADN | réparation de | la capacité des | nécessitant une

des cellules, tels que | I'ADN. cellules a | expertise

le test de synthése réparer les | spécifique.

d'ADN non dommages

programmée  (UDS)
ou le test de
déroulement alcalin.

causés a I'ADN.
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Tableau 2: Analyse comparative des tests In vivo (Kirkland et al. 2011 ; Jain et al. 2018 ;

Charles River 2019 ; Frotschl, 2015)

Nom du test Description Application Avantages Inconvénients
Allium cepatest | Un test a base de | Evaluation  des | Facilité Limité a
plantes qui utilise | effets d'exécution, faible | I'évaluation des
les extrémités des | génotoxiques chez | colt et résultats | effets sur les
racines  d'oignon | les plantes. rapides. plantes, non
pour évaluer la applicable  aux
génotoxicite. systémes
mammiferes.
Test du | Test in vivo qui Evaluation  des | Refléte les effets | Nécessite le
micronoyau mesure la présence | dommages génotoxiques sur | sacrifice
de micronoyaux chromosomiques | les cellules en | d'animaux pour
dans les cellules, et de l'aneuploidie | division in vivo. la collecte
généralement dans | dans les systémes d'échantillons.
la moelle osseuse mammiferes.
ou le sang
périphérique.
Test Un test a base de | Evaluation  des | Test simple et | Limité a
Tradescantia- plantes qui utilise | effets rapide avec des | I'évaluation des
micronoyau les poils d'étamine | génotoxiques chez | criteres effets sur les
des plantes | les plantes. d'évaluation plantes, non
Tradescantia pour clairs. applicable  aux
détecter la systemes
formation de mammiferes.

micronoyaux.
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Modéles Animaux Evaluation de la | Fournit des | Le
animaux génétiquement mutagenicité et de | informations sur | développement et
transgéniques modifiés porteurs | la le potentiel | I'entretien
de génes | cancérogénicité. mutagéne et les | d'animaux
rapporteurs  pour effets a long | transgéniques
détecter les terme. sont colteux et
événements prennent
mutagénes. beaucoup de
temps.
Test des cométes | Combinaison  du | Evaluation  des | Fournit des | Nécessite la
hépatiques test des cometes et | dommages causés | informations collecte et
combiné au test | du test du |a I'ADN et aux | complémentaires | I'analyse de
des micronoyaux | micronoyau chromosomes sur la | plusieurs
de la moelle | utilisant des | dans plusieurs | génotoxicité. échantillons.
osseuse et du | cellules hépatiques | tissus.
sang et des cellules de la
moelle osseuse/du
sang pour évaluer
les lésions de
'ADN et les
Iésions
chromosomiques,
respectivement.
Echange de | Test in vivo qui | Evaluation  des | Reflete les effets | Nécessite des
chromatides mesure  I'échange | dommages causés | génotoxiques et | techniques de
sceurs (SCE) de matériel | a 'ADN et de la | les processus de | coloration et de

génétique entre les
chromatides sceurs
de la
de

lors

réplication

capacité de

réparation.

réparation
I'ADN.

de

microscopie

spécialisées.
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I'ADN.

Test d'aberration | Test in vivo qui | Evaluation  des | Fournit des | Nécessite du
chromosomique | examine les | lésions informations  sur | personnel
changements chromosomiques | les aberrations | qualifié pour la
structurels et | et de | structurelles et | préparation et
numériques des | l'aneuploidie. numériques  des | l'analyse des
chromosomes. chromosomes. échantillons.
Test de la tache | Un test qui utilise | Evaluation de la | Test rapide et|Limitt a la
alaire chez la|la mouche | mutagénicité et | rentable. détection de
drosophile drosophile des effets types spécifiques
(SMART) Drosophila clastogénes. de mutations et

melanogaster pour

évaluer les
mutations
somatiques  dans
les cellules de
l'aile.

d'effets
clastogénes.
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1. Matériel utilisé

1.1. Produits chimiques testés :

Deux trihalométhanes (le chloroforme et le bromoforme) ont éteé utilisés a concentration

200ppm (pug/ml) et 100ppm respectivement.

1.2. Matériel biologique utilisé :

Des bulbes d'oignon de variété commerciale Allium cepa, de taille proches et exemptes de
défauts, sont sélectionnés pour l'expérience, et ont été collectés aupres d’un marché local

de la wilaya du Guelma.

2. Méthode d’étude : Test anaphase-télophase Allium cepa

L'analyse génotoxique est faite dans cette expérimentation avec le test des aberrations

chromosomiques anaphase-télophase sur Allium cepa.

Ce test constitue une méthode fiable et bien établie pour évaluer les effets génotoxiques
potentiels des différents trihalométhanes, puisqu’il se concentre sur la région apicale des
racines d'oignon Allium cepa, qui est particuliéerement sensible aux effets des substances
génératrices de mutations, s’ajoutant a cela la possibilité de visualisation du a la taille des

chromosomes et leurs nombre réduit (2n=16).

2.1. Préparation des bulbes d'oignon :

Les écailles extérieures des bulbes sont soigneusement retirées, et les plaques brunes

situées a la base des bulbes sont grattées sans endommager les primordia racinaires. Cette

Figure 5: Préparation des bulbes d’oignon Page | 33
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préparation permet d'assurer des conditions optimales pour la croissance des racines.

2.2. Germination des bulbes d’Allium cepa :

35 bulbes d’oignons épluchés ont été placés dans des gobelets remplis d’eau potable du

Figure 6: Germination des
bulbes d’Allium cepa

robinet, et laissés pendant 48h dans un endroit aéré, obscure, et a température ambiante.

2.3. Mise en contact avec les substances a tester :

Aprés la période de germination, cing meilleurs bulbes en termes de croissance racinaire
sont sélectionnés pour I'expérience. Ces bulbes ont été exposés pendant 3 jours de suite
au Contrdle négative (Eau de robinet), au contréle positif (Azide de sodium a 100mg/I,
au Bromoforme a 100 pg/L et au Chloroforme a 200 pg/L.

2.4. L’élongation racinaire :

Des mesures d’élongation des racines ont été prises a différents intervalles de temps pour
chaque produit testé : 24h, 48h et 72h.

2.5. Fixation et conservation des extrémités racinaires :

Les deux derniers centimetres des racines des bulbes sont prélevés et trois racines sont

découpées a partir de chaque, ce qui donne un total de 15 racines par échantillon. Ces
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racines sont ensuite placées immédiatement dans un fixateur de Carnoy a 96% pendant

uniquement 24h a 4°C.

PRl
i

Figure 7: Fixation des extrémités racinaires.

2.6. La conservation des racines :

Aprées 1’étape de fixation pendant 24h, les racines doivent étre lavés 3 fois a I’éthanol

70% puis conservés dans cette préparation a 4° jusqu’a utilisation.
p prep jusq

2.7. Préparation des lames :

- Les extrémités racinaires sont déposées dans un tube contenant de I'acide chlorhydrique
(HCI) et ce tube est ensuite placé dans un bain-marie maintenu a une température de

60°C pendant une durée de 8 minutes.

- Apres avoir retiré les racines des tubes, elles sont ensuite immergées dans de I’eau
distillée pendant 5 minutes, le rincage est répété 3 fois.

- Par la suite, les racines sont colorées a l'aide du réactif de Feulgen, qui est appliqué
sur les échantillons racinaires pendant une période de 23 a 25 minutes a 1’abri de la
lumiere.

- Les racines sont délicatement lavées une derniére fois a I'eau distillée pendant 2

minutes.
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- Les racines colorées ont été séparé soigneusement en partie claire a jeter et en partie
foncée (le méristeme) sur des lames de microscope.

- La partie terminale foncée est ensuite coupée et écrasés en petits morceaux a 1’aide
d’un Bistouri.

- Une goutte d'acide acétique glacial a 45% est ensuite ajoutée sur chaque racine
préparée, couverte ensuite d’une lamelle et fixée par du vernis a ongle transparent
(00) appliqué aux rebords de la lamelle afin d’éviter 1’évaporation de la solution et

permettre une observation microscopique adéquate

e e
SRS S

Figure 8: Coloration au Feulgen des échantillons

2.8. Examen microscopiques des lames :

Nous avons utilisé un microscope Leica® a oculaire x16 pour noter :

a- L’indice Mitotique (IM) est & mesuré en utilisant un objectif x40 pour examiner
1000 cellules/lame/concentration, cet indice est exprimé en pourcentage.

L’indice mitotique a été calculé en utilisant les formules suivantes.

o o Le nombre des cellules en division
L'indice mitotique (%) = Le nombre total des cellules x 100
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b- Les aberrations chromosomiques sont examinées avec un objectif x60, ou100
cellules en phase de division (en métaphase, anaphase et télophase)

/lame/concentration sont suffisantes pour noter la présence de la panoplie

d’aberrations présentes.

Figure 9: Observation des lames au microscope

CHAPITRE Il :
Résultats et Discussion
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La cytotoxicité et la génotoxicité des trihalométhanes sont évaluées en mesurant plusieurs
paramétres, notamment [I'élongation racinaire, l'indice mitotique et les aberrations
chromosomiques. Ces mesures permettent d'estimer le nombre de cellules en division et de
déterminer les effets de ces composés sur la santé des cellules. En analysant I'élongation
racinaire, il est possible de comprendre comment les trihalométhanes affectent la croissance
et le développement des racines. L'indice mitotique fournit des informations sur la fréquence
des divisions cellulaires et peut indiquer des altérations potentielles de la prolifération
cellulaire due a I'exposition aux trihalométhanes. Enfin, [I'étude des aberrations
chromosomiques permet de détecter d'éventuels dommages au niveau de la structure et de la
stabilité des chromosomes, révélant ainsi le potentiel génotoxique de ces composés. En
combinant ces trois parameétres, il est possible d'obtenir une évaluation plus compléte des
effets des trihalométhanes sur les cellules et de mieux comprendre les risques pour la santé

associés a leur exposition.
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1. L’Indice Mitotique :

C’est un parameétre utilis€ pour évaluer la cytotoxicité en mesurant le nombre total de
cellules en division dans le cycle cellulaire. Des IM inférieurs au témoin négatif peuvent
indiquer des effets néfastes des composés testés sur la croissance et le développement des
organismes exposés (Rank et al. 1997). A l'inverse, une augmentation de I'IM peut résulter
de l'induction de la division cellulaire, ce qui peut étre préjudiciable en entrainant une

prolifération incontrolée (Rank et al. 1997).

Dans le cadre de cette étude, les cellules méristématiques racinaires d'Allium ont été
examinées, en comptant 1000 cellules par lame et en prenant en compte tous les stades de la

mitose, de la prophase a la télophase. Les résultats sont affichés dans la Figure 10.
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Figure 10: Histogramme représentant I’IM des racines traitées.

Les résultats de I’IM des racines traitées présentés dans la figure N° montrent de maniere
claire I’effet inhibiteur des trihalométhanes comparés au contrdle négatif qui avait toujours un

indice mitotique compris entre 20 et 25%.

L’indice mitotique des racines qui poussaient en présence du chloroforme ont donné
naissance a une courbe décroissante dans le temps qui commencait de 18% a 24h qui
descendait a 17% a 48h puis a 15% a 72h de traitement.

L’indice mitotique des racines poussant en présence du bromoforme avait la méme cinétique

que celle adopter par les cellules dans le chloroforme mais 1’indice mitotique de ces bulbes

Page | 39



CHAPITRE Il : Reésultats et Discussion

était moins affecté par la concentration de bromoforme que ceux présents dans le chloroforme
en présentant un pourcentage allant de 23% a 24h passant par 21% a 48h et enfin a 20% a
72h.

Le contrdle positif montre le plus bas IM qui chutait de 12 % a 24h et terminait aux alentours
de 9% a la fin du traitement a 72h, suggérant une inhibition potentielle de la division

cellulaire.

Figure 11: Phases de la mitose
a- Prophase, b- Metaphase, c- Anaphase, d- Telophase

La réduction significative de I’indice mitotique par rapport au contrdle négatif des cellules
racinaires présentes en contact des 2 trihalométhanes testés pourrait étre due a I'inhibition de
la synthése de I'ADN ou au blocage de la phase G2, empéchant la cellule d'entrer dans la
mitose ou a une inhibition mitotique par ces composants halogenes. Cela peut étre d{i aussi au
blocage des protéines du cycle cellulaire spécifiques qui demeurent comme un éventuel site
cible qui empéche davantage I’ADN a polymérase et d’autres enzymes en conduisant a un

effet antimitotique (Liman et al., 2019).

2. Aberrations chromosomiques :

Le test des aberrations chromosomiques est une méthode couramment utilisée pour évaluer
les effets genotoxiques potentiels d'une substance sur les cellules et les organismes.

Les résultats obtenus sont démontrés dans la Figure 12 qui est un histogramme qui présente
les résultats des aberrations chromosomiques exprimés en pourcentages pour les différents

groupes de traitement a trois intervalles de temps distincts : 24 heures, 48 heures et 72
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Figure 12: Histogramme des aberrations chromosomiques des différents produits.

D’aprés les résultats obtenus et présentés dans la Figure 12, on parvient a distinguer que
I’anomalie correspondant a la C-métaphase est celle qui est la plus dominante dans les
cellules en contact avec les deux trihalométhanes testés et corrélée positivement avec le
temps d’ou on observe 1’augmentation de son pourcentage a travers le temps comparé au

contrble négatif et positif.

Tandis que les cellules binucléées n’ont pas été isolées dans le groupe du témoin négatif a
travers le temps, le pourcentage de cette anomalie a été le plus observé dans le groupe du
témoin positif a 24h suivi du bromoforme qui avait un pourcentage doublé par rapport a celui
du chloroforme. Le nombre des cellules binucléés a continuaient a augmenter a 48h et a 72h
dans les cellules en contact avec les deux trihalométhanes étudiés en atteindront méme un

pourcentage supérieur a celui de contrdle positif utilise surtout dans le cas du bromoforme.

La polyploidie était aussi une aberration absente dans les cellules du témoin négatif étudié
mais caractéristique des autres groupes d’études, le contrdle positif qui avait un pourcentage
fixe a travers le temps, tandis que le pourcentage de cette anomalie augmentait dans le taux
pour les cellules en contact avec les trihalométhanes et atteindrait son maximum dans les

cellules en contact avec le chloroforme a 72h de traitement.
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CHAPITRE Il : Reésultats et Discussion

Les ponts chromosomiques ont été les anomalies omniprésentes dans tous les groupes etudiés

sans exception bien que le pourcentage le plus élevé était observe chez le groupe du témoin

positif mais ce pourcentage n’accédait pas le 0,5% du total des anomalies distinguées.

Figure 13: Différentes aberrations observées sous microscope.
a- C-Metaphase, b- Polyploidie, c- Pont chromosomique
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Conclusion

Notre étude met en évidence l'effet cytotoxique du chloroforme et du bromoforme sur la
croissance des racines d'A. cepa. Les résultats montrent une répression de la poussée des
racines dans le temps, suggerant que ces concentrations de trihalométhanes sont toxiques
pour la plante. Cette inhibition de la croissance des racines est souvent associée a des
altérations de l'activité méristématique apicale et de la prolongation cellulaire lors de la

différenciation.

De plus, notre recherche révele une réduction significative de I'indice mitotique des cellules
racinaires exposées aux deux trihalométhanes testés. Cette diminution peut étre due a une
inhibition de la synthése de I'ADN, a un blocage de la phase G2 du cycle cellulaire, ou a une
inhibition mitotique causée par ces composes halogénés. Ces effets peuvent étre liés a un
blocage des protéines spécifiques du cycle cellulaire, empéchant I'ADN polymérase et

d'autres enzymes de fonctionner correctement.

Les aberrations chromosomiques observées, telles que les c-métaphases et les ponts
chromosomiques, indiquent des perturbations dans la formation du fuseau mitotique et des
Iésions au niveau des chromosomes. Ces résultats sont cohérents avec d'autres études portant

sur les effets des trihalométhanes sur les cellules et les organismes vivants.

Dans I'ensemble, nos travaux renforcent les recherches antérieures qui ont mis en évidence
les effets cytotoxiques et génotoxiques des trihalométhanes, en particulier du chloroforme et
du bromoforme. Ces substances présentes dans les eaux de distribution peuvent provoquer
des altérations au niveau cellulaire et chromosomique, ce qui souligne la nécessité de

surveiller et de limiter leur présence dans I'eau potable.

Il est essentiel de poursuivre les recherches dans ce domaine afin de mieux comprendre les
mécanismes d'action des trihalométhanes, d'évaluer leur toxicité a différentes concentrations
et a différentes durées d'exposition, et de développer des stratégies de prévention et de

traitement pour minimiser les risques pour la santé humaine et I'environnement.
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Annexe 01 :

La solution d’Acide Acétique Glacial a 45% :

Préparation de : 100ml

Acide acétique glacial..............coiiiiiie i 45 ml

Bau distill. .o oo 55 ml

Annexe 02 :

La solution de Carnoy

Préparation de : 10 ml

Acide acétique glacial......... ..o 2,5 ml
Ethanol pure (96%6). ... ..o eee e 7,5 ml

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

Annexe 03 :
Réactif de Feulgen

Préparation de : 50ml

Fushine basique. ........o.ouiii e 0,25¢g
Eau distill€. ... .o 50 ml
HOCT (1N e e 5ml
K2 S 20 05¢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 K2S205, couvrir la solution par papier

aluminium et la conservée a 4°C. Apres 24h la solution est filtrée et peut étre utilisé.
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