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Résumés

La riviere de Oued Seybouse, située dans la région du nord-est de 1’ Algérie est sujette a
diverses formes de pollution, principalement dues aux rejets industriels, agricoles et urbains.
Ces polluants peuvent avoir des effets nocifs sur la faune, la flore et la santé humaine. L'étude
de la génotoxicité de I'eau est essentielle pour comprendre l'impact des polluants sur le
matériel génétique des organismes vivants. Dans la présente étude, on a utilisé le test d'Allium
cepa, comme méthode bien établie pour détecter les effets génotoxiques des polluants
environnementaux. Des échantillons d'eau ont été prélevés a quatre stations de Oued
Seybouse. Les bulbes d'Allium cepa (oignons) ont eté exposés a ces échantillons, et des
analyses cytotoxique et cytogénétiques ont été menées pour évaluer les effets toxiques et les
anomalies chromosomiques et d'autres signes de génotoxicité. Trois parametres de stress
oxydant sont aussi analysés : I’activité enzymatique du catalase, le taux du GSH et la
peroxydation lipidique par le dosage de ’'MDA. Les résultats ont montré un effet génotoxique
¢levé par la diminution de l'indice mitotique et I’augmentation du nombre total des
aberrations (NTA). Ces effets néfastes ont été accompagnés de I’augmentation du stress
oxydant au niveau des racines d’Allium cepa traitées avec les échantillons d’eau des
différentes stations d’Oued Seybouse. Cela signifie que les eaux d’Oued Seybouse sont
hautement cytotoxique et génotoxique, ce qui les rend dangereuses pour I’irrigation et la santé

humaine.

Les mots clés : Allium cepa test, pollution d’eau, génotoxicité, stress oxydant.
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Abstract

Oued Seybouse river, located in the North-Eastern region of Algeria, is subject to
various forms of pollution, mainly due to industrial, agricultural and urban discharges. These
pollutants can have harmful effects on fauna, flora and human health. The study of water
genotoxicity is essential to understand the impact of pollutants on the genetic material of
living organisms. In the present study, Allium cepa test was used, as a well-established
method to detect the genotoxic effects of environmental pollutants. Water samples were taken
at four stations in Oued Seybouse. Allium cepa bulbs were exposed to these samples, and
cytotoxic and cytogenetic analyzes were conducted to evaluate toxic effects and chromosomal
abnormalities and other signs of genotoxicity. Three oxidative stress parameters are also
analyzed: catalase enzymatic activity, GSH levels and lipid peroxidation by measuring MDA.
The results showed a high genotoxic effect through the decrease in the mitotic index and the
increase in the total number of aberrations (NTA). These harmful effects were accompanied
by an increase in oxidative stress at the level of Allium cepa roots treated with water samples
from the different stations of Oued Seybouse. This means that water of Oued Seybouse is

highly cytotoxic and genotoxic, making it dangerous for irrigation and human health.

Key words: Allium cepa , water pollution, genotoxicity, oxidative stress
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Introduction

Introduction

L'eau est une ressource précieuse et vitale pour la vie. Elle couvre les trois quarts de notre
planete, mais seulement 0,014 % de cette eau est douce, se trouvant principalement dans les
eaux de surface telles que les riviéres, les lacs et les étangs. L'eau joue un réle crucial dans
divers domaines, notamment l'approvisionnement en eau potable, I'agriculture, I'industrie, la
production d'électricité et les usages domestiques. Cependant, les ressources en eau douce sont
vulnérables a plusieurs formes de pollution, provenant de sources industrielles, urbaines et
agricoles, ce qui entraine des dommages pour I'hnumanité et son environnement, y compris la
faune et la flore. Ces menaces ont sensibilisé la communauté internationale et ont incité les
scientifiques a examiner la contamination des milieux aquatiques (Benkaddour, 2018).

La génotoxicité est un terme utilisé pour désigner les substances chimiques ou les facteurs
capables de causer des altérations génétiques (des dommages a I'ADN ou aux chromosomes).
Cette branche de toxicologie utilise des tests permettant de déterminer les altérations génétiques
irréversibles, ainsi que ceux fournissant des preuves indirectes de dommages a I'ADN (Phillips
et Arlt, 2009 ; Luan et Honma, 2022).

Le test Allium cepa est couramment utilisé comme un indicateur a court terme et rentable
de la toxicité pour surveiller la pollution de I'eau dans de nombreuses régions du monde. Cet
essai biologique peut fournir des informations précieuses sur la présence de composés
génotoxiques et/ou mutagenes dans les eaux de surface et les sédiments des écosystemes
aquatiques (Hirapure et al., 2021).

L'objectif de cette étude était d'évaluer la toxicité et les effets génétiques des eaux de la
riviere d’Oued Seybouse, qui est le plus long fleuve en Algérie, en utilisant le test d'Allium
cepa. Le principal probléeme associé a I'Oued Seybouse est qu'il est un dépotoir pour divers
types de déchets tels que les eaux usées, les pesticides agricoles et les déchets industriels. De
plus, ses eaux sont largement utilisées pour l'irrigation, ce qui représente un grand danger.

L'objectif de cette étude est d'évaluer la toxicité et les effets génotoxique des eaux d’Oued
Seybouse en utilisant le test d'Allium cepa. Certain paramétres de stress oxydant sont aussi
analysés afin d’avoir une idée concernant les mécanismes possibles de toxicité.

Le document est organisé en deux parties : une partie bibliographique présentant des
données théoriques concernant la pollution des eaux, la génotoxicite et sa relation avec les stress

oxydant.
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La deuxieme partie décrit le matériel et les methodes utilisés dans cette étude, et présente
les résultats obtenus ainsi que leur discussion, puis une conclusion et perspectives concernant

I’étude réalisée.
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Pollution :

1. Définition de la pollution :

La pollution peut étre décrite comme une altération ou une perturbation de

I'environnement, souvent causée par l'introduction de substances ou de matiéres extérieures.

Ses effets peuvent étre modificateurs ou destructeurs vis-a-vis du fonctionnement du milieu,

selon la nature ou la quantité du polluant (Genin, 2003).

2. Types de la pollution :

2.1. Pollution chimique :

La pollution chimique est sans doute la plus courante, la plus perceptible et la plus

variée. Elle concerne principalement les contaminations par des composés inorganiques, tels

que (Hartemann, 2013) :

Les chlorures de sodium et les nitrates, principalement dérivés des engrais agricoles,
des déchets domestiques et industriels. Présents dans de nombreuses sources
souterraines, ils deviennent dangereux apres conversion en nitrites, qui peuvent
provoquer une méthémoglobinémie et servir de précurseurs aux nitrosamines,
substances cancérigénes.

Les phosphates, issus des détergents et des engrais. lls contribuent de maniére
significative au  phénomeéne d'eutrophisation, ayant des répercussions
environnementales et sanitaires considérables.

Les métaux lourds (plomb, mercure, cadmium) d'origine industrielle ou artisanale,
s'accumulent en certains endroits des cours d'eau ou des zones cOtieres et sont
concentrés par la faune aquatique (poissons, coquillages). Ils entrainent des cas

d'intoxication chez I’Homme.

Par ailleurs, les contaminants organiques sont potentiellement innombrables: détergents,

produits phytosanitaires, solvants, hydrocarbures. Ils sont liés aux activités humaines, ils créent

des problémes différents selon leur solubilité, leur rémanence et leur devenir dans les eaux, les

sols et la chaine alimentaire (Hartemann, 2013).

Hormis des accidents (sub)aigus ponctuels ou des phénoménes cumulatifs, les molécules or-

ganiques causent de plus en plus d'inquiétude du fait de leur présence ubiquitaire, polyvalente

et insidieuse, se manifestant par des effets écologiques avérés et des effets sanitaires réels ou

potentiels a long terme (cancers, altérations endocriniennes) (Hartemann, 2013).
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2.2. Pollution physique :
Diverses formes de pollution affectent les ressources en eau :

2.2.1. Pollution thermique :

La pollution "thermique™ résulte du rejet dans les milieux aquatiques (rivieres, eaux
cotieres) de grandes quantités d'eau utilisées pour le refroidissement, notamment lors de la
production d'énergie électrique par les centrales thermiques ou nucléaires. L'augmentation
excessive de la température de l'eau des rivieres peut perturber I'équilibre biologique des
écosystémes aquatiques, affectant les especes de poissons et favorisant la prolifération d'amibes
libres, nocives pour les personnes qui se baignent (Hartemann, 2013).

2.2.2. Pollution radioactive :

La pollution radioactive implique, d'une part, des émetteurs de rayonnement alpha
(226Ra, 234, 238U), généralement d'origine naturelle et parfois présents dans les eaux
souterraines de zones géographiques spécifiques, en particulier dans les régions granitiques en
ce qui concerne le radon. D'autre part, les émetteurs béta sont généralement associés a des
activités humaines (Sr, 134Cs, 131l), et la contamination radioactive peut résulter de
déversements d'eau volontaires ou accidentels, ou méme de retombées atmosphériques. La
plupart des radionucléides ont tendance a étre facilement absorbés par des particules telles que
les sédiments aquatiques ou les boues des stations d'épuration (Hartemann, 2013).

2.3. La pollution microbiologique :

Les polluants microbiologiques sont nombreux et divers : les moisissures, les bactéries,
les virus, les pollens, les substances allergénes des chats, des chiens, les acariens, les blattes,
etc. Les réservoirs de cette pollution sont multiples dans les espaces clos : les tapis, les
revétements muraux, les matériaux d'isolation, les installations sanitaires, les systemes de
distribution d'eau, les systémes de climatisation et de ventilation, etc. La chaleur, I'humidité,
parfois liees a des fuites d'eau ou a une mauvaise étanchéité, une mauvaise maintenance des
installations d'eau chaude et de climatisation, ainsi que la présence d'une personne malade, tous
ces facteurs contribuent a la présence et a la multiplication des agents microbiologiques
(Dassonville et al., 2014).
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II. Pollution de ’eau :
1. Définition de la pollution de I’eau :

L'eau joue un réle crucial apreés l'air dans la survie de I'humanité sur Terre. L'eau que
nous utilisons et constituée d'eau de surface comme les riviéres, les lacs, les mers et d'eau
souterraine (Jeng, 2007).

La pollution de I'eau fait référence a I'introduction ou a la présence de substances nocives
ou inacceptables dans une quantité suffisante pour altérer les indicateurs de qualité de I'eau du

milieu naturel (Benson, 2008).

2. Mode de la pollution de I’eau :
2.1. Pollution ponctuelle :
Il s'agit d'une pollution ponctuelle qui provient d'un endroit facilement identifiable,
comme le point de rejet d'un effluent ou une zone contaminée. C'est une source permanente et

habituellement responsable d'émissions polluantes considéerables (Clément, 2011).

2.2. Pollution diffuse :

Les polluants diffus sont principalement issus de sources municipales ou agricoles, mais
sont généralement liés a diverses activités. L'écoulement des eaux transporte ces polluants et
les retrouve dans les riviéres, les cours d'eau et les calottes. Il est beaucoup plus compliqué de
repérer les sources de pollution diffuse en raison de leur dispersion a travers tout le territoire et
de leur apparition intermittente. En effet, pendant les périodes de pluie, les polluants sont plus
présents dans les cours d'eau. Ainsi, lorsque I'eau circule sur le territoire contaming, les sols, les
substances chimiques adsorbées et les substances dissoutes sont acheminés vers les cours d'eau.
Les sources de pollution diffuse sont d'autant plus difficiles a évaluer qu'elles subissent des
modifications physiques, chimiques et biologiques tout au long de leur circulation. Les sources
de pollution diffuse prises séparément ont généralement peu d'effets sur I'écosystéme. Il s'agit
davantage de l'impact cumulatif de tous ces polluants qui engendre de graves problémes
environnementaux. Jusqu'a présent, les activités agricoles sont percues comme etant
principalement responsables de la production des émissions de polluants diffuses (Nguyen et
al., 2018).

2.3. Pollution accidentelle ou aigue :

Pollutions accidentelles sont a I’origine de dommages spectaculaires provoqués par les

déversements de produits chimiques, d’eaux usées ou d’effluents d’élevage, qui impactent

I’approvisionnement en eau potable et la faune aquatique (modification brutale de I'écosysteme,
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qui est parfois en partie détruit par exemple: C’est parfois plusieurs kilométres de riviére polluée

lors d’un accident et une mortalité piscicole avérée) (Ropars-Collet et al., 2018).

3. Sources de la pollution de I’eau :
Différentes source et voies sont a 1’origine de la pollution de 1’eau (Figure 01) ;

Les sources et les voies naturelles: A. les retombées océaniques et les sels; B. le lessivage
des sols et I'érosion; C. la dissolution minérale par les eaux souterraines; D. les processus
biogéochimiques dans les écotones; E. les processus au sein des masses d'eaux; F.
I’évaporation.

Les sources anthropiques et leurs voies: G. la pollution atmosphérique; H. la libération
directe des eaux des mines, I. la sortie des eaux usées urbaines; J. le rejet des déchets industriels
dans les eaux; K. les eaux de ruissellement provenant des terres agricoles; L. les eaux de
ruissellement provenant des zones urbaines; M. Les eaux de ruissellement provenant des résidus
des mines; N. le lessivage des sols contaminés aux eaux souterraines; O. la lixiviation de résidus
de mines des eaux souterraines, des décharges de polluants P. Les fuites; Q. les libérations des

déchets vers les eaux souterraines. R. les canalisations; S. Les barrages

Figure 01 : Les principales sources naturelles et anthropiques des polluants de 1’eau

(Meybeck, 2001)
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3.1. Industrielle :

Elle est caractérisée par une trés grande diversité, suivant l'utilisation de I'eau dans les
processus (refroidissement, lavage, extraction, mise en solution, etc.) et l'activité de l'usine
(chimie, traitement de surface, agroalimentaire, etc.). On peut donc retrouver dans l'eau, qui est
un bon solvant, tous les sous-produits possibles de I'activité humaine :

- matiéres organiques et graisses ;

- hydrocarbures ;

- acides, bases, produits chimiques divers ;
- eau chaude ;

- matiéres radioactives (Genin, 2003).

Tableau 01: diversité des effets des pollutions industrielles selon le type de substances
émises (Genin, 2003):

Le type de substance rejetée

Les effets

I'augmentation de température

une modification des peuplements animaux
et végétaux (développement anarchique

d'algues, etc.)

le colmatage des substrats par des déepdts
minéraux fins issus des eaux de lavage de

scieries de pierre

la disparition quasi complete de la faune

d'invertébrés benthiques

les teneurs importantes en matieres

organiques dans l'eau

développement sur le substrat d'un film
unique et total de bactéries, vorticelles”, ou

champignons

les fuites de réservoirs de toxiques\ lessivage
d'aires de traitement du bois par les pesticides

(scieries)

la disparition de la majeure partie de la faune

rejet de composés du cuivre, lessivage de

zones traitées aux herbicides

la destruction des réseaux trophiques par

inhibition de la production primaire

3.2. Agricole :

L'agriculture est le principal fournisseur alimentaire et un contributeur majeur au
développement économique. Cependant, elle est également la principale cause de pollution de
I'eau a I'échelle mondiale, étant responsable du déversement de grandes quantités de pesticides,
de nutriments, de matieres organiques, de residus medicamenteux, de sédiments, de drainage

salin induisant la salinisation et lI'alkalinisation, ainsi que de microplastiques et de pathogénes,
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qui peuvent empoisonner la flore et la faune ainsi que menacer la santé humaine. Cette pollution
de I'eau est exacerbée par la réduction du flux dans les masses d'eau, largement due aux besoins
agricoles en irrigation des cultures (Evans et al., 2019).

3.3. Domestique :

Ce type de pollution émane des habitations et est généralement transporté par un
systeme d'assainissement. Ce systéeme collecte les déchets de chaque foyer ou lieu d'activité et
les achemine vers une station de traitement des eaux usees.

Les caractéristiques de cette pollution comprennent des concentrations élevées de
matieres organiques, des minéraux tels que l'azote et le phosphore, des agents détergents, ainsi
que des micro-organismes fécaux (Genin, 2003).

3.4. Urbaine :

Dans les zones urbaines, les origines de la pollution sont aisément identifiables : elles
proviennent principalement des rejets des stations d'épuration, des égouts pluviaux ainsi que
des débordements des réseaux d'assainissement. La pollution urbaine diffuse, issue du
ruissellement de surface, est en grande partie canalisée et déversée de maniere ponctuelle dans
les cours d'eau (Hébert et Légaré, 2000).

3.5. Naturelle :

Cependant, et grace en particulier aux avancées technologiques et analytiques qui ont
permis des mesures de plus en plus précises pour de nombreux polluants, il a été démontré que
certains polluants présents dans les eaux et les sols peuvent aussi étre d'origine naturelle. Ces
polluants dits géogéniques sont généralement présents dans des zones ou ils sont naturellement
présents. Ce phénomeéne naturel est le résultat de processus géologiques. Par exemple, lorsque
I'eau entre en contact avec les minéraux, cela peut entrainer des concentrations inhabituelles en
métaux lourds (par exemple, l'arsenic...). Les irruptions volcaniques, les épanchements sous-
marins d'hydrocarbures... peuvent également causer des pollutions (Arris, 2008; Record,
2011).

3.6. Atmosphérique :

La pollution atmosphérique est un mélange complexe de plus de 200 aérocontaminants.
Elle peut étre d'origine naturelle ou résultant de l'activité humaine, également appelée
pollution anthropique. Les substances émises peuvent étre naturelles telles que les radiations
ou chimiques telles que les gaz, les particules, les émissions, ou biologiques telles que les

pollens, les spores et les champignons.
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Dans le cadre de la pollution anthropique, on distingue les polluants primaires résultant
des fuites directes des tuyaux d'échappement, des cheminées ou des terres agricoles. Ces
polluants se dispersent, se mélangent et se déplacent pour se transformer en composes différents
appelés polluants secondaires (Ces réactions chimiques sont le résultat d'une transformation
chimique des polluants primaires, dépendant de la température et donc des variations
climatiques), tels que lI'ozone ou les nitrates d'ammonium (Charpin et al., 2016 ; Houdouin,
2019).

4. Les principaux polluants de I’eau :
4.1. Les matieres organiques :

La qualité de I'eau est évaluée en fonction de la matiére organique (MO), qui provient de
différentes sources, mais principalement de I'humus. C'est une substance dissoute présente dans
les sols du bassin versant et dans la colonne d'eau, a la suite de processus tels que la lixiviation
et le lessivage. Dans tous les écosystémes aquatiques, la matiére organique dissoute (MOD) est
tres présente, qu'elle soit allochtone ou pédogénique, c'est-a-dire issue du lessivage des sols et
de processus géologiques, ou autochtone ou aquagénique, produite par l'activité biologique et
la productivité des algues. On peut la répartir en deux catégories : (i) les substances non
humiques, et (ii) les substances humiques (SH) (Benkaddour, 2018).

4.2. Les matieres fertilisantes :

Les engrais sont définis comme des produits qui assurent ou améliorent la nutrition des
plantes. Les amendements font également partie des matieres fertilisantes, car ils aident a
maintenir ou & développer la fertilité des sols, en modifiant, en améliorant et en préservant les
propriétés physiques, chimiques et/ou biologiques du sol. Cela permet de stimuler les processus
naturels des plantes ou du sol pour faciliter I'absorption des éléments nutritifs par les plantes ou
améliorer leur résistance aux pressions environnementales non vivantes (Dumeénil, 2020).
L'utilisation excessive d'engrais et leur absorption par le sol entrainent leur mélange avec les
eaux souterraines et les eaux des vallées et les polluent.

4.3. Les métaux lourds :

Les métaux lourds se trouvent dans différentes fractions de la phase solide, et ils peuvent
étre mesurés en utilisant une méthode de dissolution séquentielle sélective. En raison des
activités humaines, comme les déchets industriels et municipaux, les niveaux de métaux lourds
dans les eaux souterraines et de surface ont donc augmente (Tessier et al., 1979 ; Gove et al.,
2001).
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Leur spéciation et leur concentration déterminent la toxicité de ces métaux ou
métalloides, tels que le plomb ou I'arsenic. Afin de déterminer leur toxicité, il est nécessaire de
saisir la « bioaccessibilité » et la « biodisponibilité » du plomb ou de I'arsenic dans une molécule
donnée, dans un environnement identifié. Le terme "bioaccessibilité” fait référence a la partie
d'une substance dans une matrice qui peut étre libérée dans les sucs gastro-intestinaux (chez
I'nomme) et donc étre absorbée dans le corps et avoir des effets potentiels. La fraction «
biodisponible » est la seule a atteindre la circulation sanguine et les organes cibles ou elle peut
étre toxique (Pourret, 2021).

4.4. Les pesticides :

Les pesticides sont utilisés dans le monde entier, principalement dans le secteur agricole,
afin de lutter contre des organismes nuisibles et préserver les récoltes (Jestin-Guyon et
Raherison-Semjen, 2024).

Les pesticides sont utilisés pour tuer les parasites et controler les mauvaises herbes en
utilisant des composants chimiques ; ils peuvent donc également étre toxiques pour d'autres
organismes, y compris les oiseaux, les poissons, les insectes bénéfiques, et les plantes non
ciblées, en plus de l'air, de I'eau, du sol et des cultures. De plus, la pollution par les pesticides
se propage au-dela des plantes ciblées, entrainant une pollution environnementale. Ces résidus
chimiques affectent la santé humaine a travers la pollution environnementale et alimentaire. De
plus, les facteurs liés au changement climatique influencent I'application des pesticides,

entrainant une augmentation de leur utilisation et de leur pollution (Tudi et al., 2021).

5. Impact environnementales de la pollution des eaux :

Le rejet direct des eaux usées dans I'environnement comporte de nombreux risques pour
la survie des organismes et I'équilibre écologique. Par exemple, un excés d'azote et de
phosphore peut causer I'eutrophisation, une augmentation de la croissance végétale qui diminue
la quantité d'oxygéne dissous, entrainant ainsi la mort a long terme de nombreux étres vivants
aquatiques tels que les poissons et les crustacés. Les traces métalliques telles que le mercure et
I'arsenic présents dans ces eaux peuvent avoir des conséquences néfastes sur les organismes
vivants les plus vulnérables en raison de leur toxicité méme a faibles doses, entrainant des
troubles et des probléemes. Anomalies dans leurs activités physiologiques (alimentation,

respiration et reproduction) (Ivanowsky, 2016).
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6. Impact sur la santé humaine de la pollution des eaux :

L'eau joue un role essentiel dans la vie des étres humains. Les problémes d'eau
insuffisante ou de mauvaise qualité sont responsables de nombreuses maladies a travers le
monde, en particulier dans les pays en développement ou 80% des maladies sont causées par
I'eau (Sy et al., 2017; Adjagodo et al., 2017). On peut classer les maladies hydriques en six
catégories distinctes :

La transmission des maladies par I'eau (parasites, bactéries, virus) ;

Le manque d'eau entraine des infections de la peau et des yeux ;

Les maladies provoqueées par un invertébré aquatique ;

Les maladies provoquées par un insecte qui fourmille prés de I'eau.

Chaque année, 4 milliards de cas de diarrhée, ainsi que des millions d'autres maladies, sont
associés a un manque d'eau propre pour la consommation humaine, selon I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS). Chaque année, 1,7 million de personnes sont concernées. lls
décedent des diarrhées, la majorité des enfants de moins de cing ans. Les maladies liées a I'eau
ont un impact considérable sur la santé humaine, tout comme la pollution causée par les rejets
de produits chimiques dans I'eau provenant de diverses activités. Selon 'UNICEF, environ 60%
des décés des enfants a travers le monde sont causés par des maladies infectieuses ou
parasitaires, principalement liées a la pollution de I'eau (Some et al., 2014 ; Rouamba et al.,
2016).

1.  Geénotoxicité :
1. Définition de la génotoxicité :

La génotoxicité se définit comme étant la capacité de certains agents, appelés
"génotoxiques”, a causer des dommages a I'ADN pouvant entrainer des mutations géniques ou
chromosomiques. Ces dommages, une fois incorporés dans le génome, peuvent avoir des
conséquences néfastes sur la santé des organismes exposés et/ou de leur descendance : mortalité
embryonnaire, malformations congénitales, infertilité, cancers, etc. En raison de la grande
variété des substances impliquées, de leur omniprésence dans l'environnement et des
conséquences démo-écologiques potentielles, notamment sur la survie ou le renouvellement de

certaines populations sauvages (Cachot et Dégremont, 2009).

2. Agent mutagénes et mécanismes d’action :
Les facteurs génotoxiques peuvent se présenter sous des formes physiques, chimiques ou

biologiques. Les agents mutagénes d'origine physique incluent principalement les
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rayonnements ionisants a haute énergie tels que les rayons X ou gamma, ainsi que les
rayonnements non ionisants comme la lumiére ultraviolette. Quant aux agents mutagenes
d'origine biologique, ils comprennent notamment des virus tels que les rétrovirus (Cachot et
Dégremont, 2009).

2.1. Agents physique :

2.1.1. Les radiations ultraviolettes (UV) ou les rayonnements non ionisants :

Les radiations ultraviolettes (UV) sont classées en trois groupes, en fonction de la
longueur d’onde: les UVC (190 a 280 nm), les UVB (280 a 320 nm) et les UVA (320 a 400
nm) (Pfeifer et Besaratinia, 2012). Le rayonnement UVA semble étre plus efficace pour
induire la formation de dommages oxydatifs sur les bases et les molécules de I'ADN dans les
cellules isolées et la peau, ainsi que sur les protéines de liaison a 'ADN (Cadet, 2015).

Les composes photopyrimidiniques résultant des rayons ultraviolets UVB et UVA sont
fondamentaux dans les dommages causés a I'ADN par la lumiere. Ces altérations nucléiques
résultantes augmentent le risque de mutations et de développement du cancer de la peau
(Pfeifer et Besaratinia, 2012; Cadet, 2015).

Au laboratoire, la lumiere ultraviolette est employée pour provoquer des mutations,
notamment en favorisant la formation de diméres de bases pyrimidigues (T, C), entrainant ainsi
des altérations genétiques. Les effets les plus graves de I'exposition aux UV comprennent les
transitions de GC a AT, les mutations ponctuelles, les délétions et la création de dommages
oxydatifs a I'ADN (Ravanat et al., 2001; Ding et al., 2008).

2.1.2. Les radiations ionisantes :

Les radiations ionisantes sont un agent environnemental délétére. Leurs interactions
physico-chimiques avec I'ADN cellulaire produisent une variété de lésions primaires, telles que
les cassures simple brin (SSB), les cassures double brin (DSB), les pontages ADN-protéines et
les dommages aux bases puriques et pyrimidiques. La DSB est généralement considérée comme
ayant des conséquences biologiques plus importantes que la SSB, car elle peut entrainer
directement des aberrations chromosomiques, une perte de matériel génétique et la mort
cellulaire. L'évaluation des DSB est une étape essentielle dans I'examen de la séquence des
événements conduisant aux effets mutagenes, carcinogénes et Iétaux des radiations. Un certain
nombre de méthodes biophysiques et biochimiques ont été utilisées pour quantifier les DSB
induites par les radiations dans I'ADN cellulaire. Cependant, le test de cométe neutre
(électrophorése sur gel de cellules uniques) est préferé en raison de sa simplicité, de sa rapidité
et de son potentiel a mesurer les dommages a I'ADN et I'hétérogénéité de la réponse au niveau
de la cellule unique (Attia et al., 2011).

12
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2.2. Agents chimiques :

2.2.1 Lesagents alkylants :

Les agents alkylants sont omniprésents. Ils sont générés endogénement pendant le
métabolisme et se trouvent dans l'air, I'eau et les aliments, bien que généralement a des
concentrations faibles (Drablos et al., 2004). lls sont des entités électrophiles pouvant réagir
avec des groupements nucléophiles de I’ADN ou des protéines et y transférer de maniére
covalente des groupements alkyles (méthyles ou éthyles) (Pourquier, 2011) sur les atomes
d'azote ou d'oxygene des bases de I'ADN telles que I'adénine, la guanine et la cytosine. Selon
le nombre de sites réactifs qu'ils ciblent, ces agents peuvent causer différents types de
dommages : les alkylants monofonctionnels produisent des adduits simples sur un brin d'ADN,
tandis que les alkylants bifonctionnels peuvent créer des adduits a I'intérieur d'un brin, entre
brins ou entre I'ADN et les protéines. Ces altérations sont tres nocives pour la cellule car elles
perturbent des processus biologiques essentiels comme la réplication et la transcription. De
plus, elles entrainent des cassures double brin et des mésappariements, pouvant conduire a des
mutations ou a la mort cellulaire (Fu et al., 2012).

2.2.2. Les analogues de bases :

Ce sont des molécules qui présentent des structures similaires aux bases azotées normales,
mais avec des propriétés Iégérement différentes en ce qui concerne l'appariement des bases.
Leur efficacité est optimale dans des conditions d'utilisation spécifiques, et elles sont
généralement plus efficaces sur des cellules en phase de multiplication active (Kozmin et
Schaaper, 2007).

2.2.3. Les agents intercalant :

Les agents intercalant sont des molécules caractéristiques, constituées de plusieurs
noyaux aromatiques accolés. Leur forme plane leur permet de se glisser au coeur de la double
hélice de I'ADN, entre deux plans de paires de bases successifs. Cette déformation perturbe le
fonctionnement normal des systemes enzymatiques, ce qui entrave la réplication et la
transcription de I'ADN. Ces agents sont également responsables de coupures mono et bi-
caténaires de I'ADN, selon le type d'agent intercalant. Ce phénoméne découle de leur capacité
a produire des radicaux libres ou a inhiber I'action des topoisomérases, indispensables a la
transcription de I'ADN (Champoux, 2001).

3. Les types de dommages de I’ADN induites par les substances mutagénes :
Il existe différentes catégories de dommages a I'ADN, dont les lésions primaires, qui sont

le premier stade aprés I'action d'un agent génotoxique. Ces dommages sont les accumulations
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de I'ADN, les pontages et les cassures de simple brin. Par la suite, les mutations géniques
comme les additions, les délétions ou les substitutions de bases provoquées par les composes
mutagenes. La catégorie finale regroupe les dommages ou les mutations chromosomiques
qualifiées de qualitatives, qui modifient la structure des chromosomes par des cassures double
brin, des réarrangements ou des translocations. Ces effets sont appelés “effets qualitatifs”,
Contrairement aux effets aneugenes qui entrainent des erreurs de répartition de chromosomes
entiers lors des divisions, les effets clastogenes sont moins fréquents (Fornace et Kohn, 1976;
Schlegel et al., 1986; Orsiére et al., 2005). Les effets des agents mutagenes sontrésumés dans

le schéma ci-dessous :

[GénotoxicitéfM utag enése]

[ Génotclixiques ][ Mutaéenes ] [ Clastc:génes ][ Aneuéenes
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Figure 02 : Diversité des altérations de I’ADN en terme de lésions et de mutations
(Orsiere et al., 2005).

4. Tests du génotoxicité :
4.1. Test d’Ames :

Le test d'’Ames est une méthode de toxicologie génétique in vitro qui vise a détecter la
mutageénicité des produits chimiques en utilisant différentes souches de Salmonella typhimurium
ou Escherichia coli (Guy, 2014). Ce test simple et rapide repere les mutations inverses chez les
bactéries (Levin et al., 1982; Gupta et al., 2009).

Les souches de Salmonella utilisées ont des mutations dans des genes de la voie de
biosynthése de I'histidine, ce qui les rend dépendantes de cette substance. Lorsqu'elles sont
cultivées sur un milieu minimal d'agar contenant peu d'histidine, seules les bactéries capables de
retrouver leur indépendance vis-a-vis de I'histidine (his (+)) peuvent former des colonies. L'ajout

d'un mutagéne a la plague entraine généralement une augmentation du nombre de colonies
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réversibles par plaque, proportionnelle a la dose de mutagene (figure 03) (Mortelmans et Zeiger,
2000). Ce test s'est révéle efficace pour détecter les mutations génétiques pertinentes ainsi que la
plupart des causes héréditaires de tumeurs chez les rongeurs (Guy, 2014).
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Figure 03 : schéma de test d’Ames (Sikora et al, 2012).

4.2. Test de cometes :

Le test de comete, également connu sous le nom d'électrophorese sur gel a cellule unique
(SCGE), est une technique simple et sensible utilisée pour identifier les cassures de brin d'ADN.
Ces cassures peuvent provenir de diverses sources, notamment de la modification directe de
I'ADN par des agents chimiques ou leurs métabolites, des processus tels que la réparation par
excision de I'ADN, la réplication, la recombinaison ou l'apoptose (Moller et al., 2000). Dans
ce test, un petit nombre de cellules sont suspendues dans un gel d'agarose mince sur une lame
de microscope, lysées, électrophoreses, puis colorées avec un colorant fluorescent se liant a
I'ADN. Les cellules présentant un dommage accru de I'ADN présentent une migration accrue
de I'ADN chromosomique du noyau vers I'anode, ressemblant a la forme d'une comete (figure
04). Sous sa forme alcaline, qui est principalement utilisée, différents types de dommages a
I'ADN tels que les cassures de brin simple, les cassures de brin double, les sites labiles a I'alcali
et les sites de réparation par excision incomplete entrainent une migration accrue de I'ADN. En
revanche, des liaisons croisées telles que I'ADN-ADN ou I'ADN-protéine peuvent entrainer une
diminution de la migration de I’'ADN. Différentes versions du test de comeéte ont été
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développées pour détecter des modifications spécifiques de bases d’ADN (Speit et Hartmann,
2005).

Figure 04 : Photographie du noyau dans le test de comete : (A) noyau intact, (B) légére
comete, (C) comete, (D) noyau atypique (Ostling et Johanson, 1984).
4.3. Test des micronoyaux :

Le test des micronoyaux in vivo est utilisé depuis environ 40 ans et est devenu l'une des
méthodes les plus courantes pour examiner la génotoxicité causée par différentes substances
chimiques et physiques, notamment les dommages chromosomiques. Les substances testées
sont généralement appliquées de maniére topique sur de petits mammifeéres, et les effets sont
évalués par analyse directe de la moelle osseuse. En surveillant les dommages chromosomiques
pendant la transition de la métaphase a I'anaphase, les micronoyaux sont formés suite a la perte
de matériel génétique lors de la division cellulaire (figure 05), contenant des fragments
chromosomiques sans centromere et/ou des chromosomes entiers non inclus dans les noyaux
filles pendant la division. Toutes ces caractéristiques rendent le test des micronoyaux
extrémement approprié pour le dépistage toxicologique de routine (Schmid , 1975 ; Orsiere et
al., 2008 ; Sommer et al., 2020).
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Figure 05 : Principe de I'essai de micronoyaux avec blocage de la cytokinese. 1. Noyau

avec de I'ADN endommaggé. 2. Inhibition de la cytokinése par I'ajout de cytochalasine B. 3. La
fréquence des micronoyaux est évaluée uniquement dans les cellules binucléées. Partie
supérieure : cellules binucléées de contrble sans micronoyaux. Partie inférieure : deux cellules
binucléées avec 1 ou 6 micronoyaux visibles dans le cytoplasme (Sommer et al., 2020).

4.4. Test d’aberration chromosomique :

Les aberrations chromosomiques sont reconnues comme un biomarqueur important de
I'exposition humaine aux radiations ionisantes et aux produits chimiques génotoxiques,
constituant ainsi un outil trés important pour la biomonitoring environnementale (Ana Paula
etal., 2014).

Les aberrations chromosomiques se caractérisent par des changements dans la structure
chromosomique ou dans le nombre total de chromosomes, qui peuvent survenir aussi bien
spontanément que suite a une exposition a des agents physiques ou chimiques. Il existe deux
types d’aberrations (figure 06):

Les altérations chromosomiques structurelles peuvent étre induites par plusieurs facteurs,
tels que les ruptures d’/ADN, l'inhibition de la synthése d'’ADN et la réplication de I'ADN altéré.

Les aberrations chromosomiques numériques, telles que I'aneuploidie et la polyploidie,
sont des conséquences de la ségrégation anormale des chromosomes, qui peuvent survenir soit
spontanément soit par I'action d'agents aneugéniques

Pour évaluer les anomalies chromosomiques par le test A.cepa, plusieurs types
d’aberrations chromosomiques sont pris en compte dans les différentes phases de la division

cellulaire (prophase, métaphase, anaphase et télophase). Cependant, cette analyse n'est pas
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simple a réaliser, car elle nécessite une connaissance précise des phases de division cellulaire

et de leurs éventuelles anomalies (Leme, 2009).

0
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Observation des dicentriques Observation des translocations Observation de translocations

réciprogques terminales

Aberrations

Aberrations chromosemiques stables
chromosomiques instahles

Figure 06 : Présentation des différents types d’aberrations chromosomiques observés en
dosimétrie biologique (Grégoire et al., 2010).
4.5. Test d’Allium cepa :

Parmi les autres organismes vivants, Allium cepa est percu comme un modeéle in vivo de
qualité supérieure, approprié pour évaluer la toxicité et les effets génétiques. Le modéle
expérimental A. cepa est un bioindicateur performant en raison de sa grande taille génétique et
du faible nombre de chromosomes (2n = 16). Ces caractéristiques facilitent I'analyse de divers
parameétres tels que l'indice mitotique, les micronoyaux et les aberrations chromosomiques
(incluant les divisions cellulaires anormales, les ponts, les fragments et les bourgeons). En
outre, les chromosomes d'A. cepa sont morphologiquement proches des cellules mammaires,
ce qui permet d'établir une corrélation trés bonne entre les systemes cellulaires végétaux et
mammiferes. A cepa est encore largement employé pour évaluer la toxicité cellulaire et
génetique des sols et des eaux contaminees par les pesticides et les herbicides, ainsi que les
médicaments vétérinaires et les bioproduits. Ainsi, de nombreux auteurs ont suggére depuis des
décennies le test Allium cepa comme étant le test standard pour les études environnementales
(Alias et al., 2023).
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A. cepa est une plante bisannuelle avec des racines adventives et fibreuses et 3 a 8 feuilles
glauques et distiques. Le bulbe est constitué de bases de feuilles charnues et élargies disposées
en cercles concentriques. La base de la feuille extérieure se desseche et devient mince et de
couleur variée, formant la couche protectrice, tandis que les bases des feuilles intérieures
s'épaississent lorsque le bulbe se développe. Le bulbe mature peut étre globuleux, ovoide ou
allongé et sa taille varie en fonction du cultivar (Marrelli et al., 2018).

Tableau 02 : Classification d’oignon (Allium cepa) (Sampath Kumar et al., 2010).

Reégne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Liliopsida

Ordre Asparagales

Famille Alliaceae

Genre Allium

Espéce A. cepa

Parties comestibles feuilles, fleurs, graines, racine.

IV. Le stress oxydant :

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre la production d’espéces réactives (ou
radicalaires) de 1’oxygéne (ERO) et les capacités de défense antioxydantes. Les ERO ont
longtemps été considérées comme des sous-produits toxiques du métabolisme normal de
I’oxygene et impliquées dans de nombreuses pathologies (Baudin, 2020).

Dans les conditions quotidiennes normales, les espéces réactives oxygénées (ERO) sont
produites en faible quantité comme des médiateurs tissulaires ou des résidus des réactions
énergétiques ou de défense, et cela sous le contréle de systéemes de défense adaptatifs par
rapport au niveau de radicaux présents. Dans ces conditions, on dit que la balance pro-oxydant/
anti-oxydants est en équilibre. Cette derniere peut étre rompue pour diverses raisons en faveur

du systeme pro-oxydant, et est alors a 1’origine d’un stress oxydant (Favier, 2003).
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Figure 07 : Schématisation de la balance entre les ERO et les antioxydants (pourrut et al.,
2008).

V. Larelation entre la génotoxicité et la pollution :

Le contrble actuel de la toxicité des micropolluants dans les environnements aquatiques
se limite a I'évaluation de leur toxicité aqueuse. L'impact de la pollution de I'eau sur la santé a
moyen et long terme n'est pas étudié dans les contréles de routine et reste un domaine de
recherche. La communauté scientifique a pris conscience du risque génotoxique associé aux
molécules mutagenes et cancérogenes.

Le développement des études génotoxiques dans les zones a risque environnemental ou
contaminées a permis l'identification et I'évaluation des risques génotoxiques ainsi que le
développement de méthodes et de tests pour leur quantification. Initialement, des tests ont été
développés pour évaluer le potentiel génotoxique des produits chimiques, qui étaient sensibles
et faciles a mettre en ceuvre. La recherche de conditions de test plus représentatives a conduit
au développement de tests in vivo pour les organismes supérieurs et aquatiques, applicables a
la fois sur des échantillons bruts et in situ (Godet et al., 2005).

In vitro

Les tests In Vitro sur les eucaryotes ou les procaryotes se concentrent sur la détection
des mutations génétiques et chromosomiques ou des adduits d'ADN. Ces systemes miniaturisés

nécessitent de faibles volumes d'échantillons et sont adaptés a la détection de la génotoxicité a

20



CHAPITRE 01 Synthese bibliographique

grande échelle ainsi qu'a I'analyse d'extraits concentrés et contaminés. Cependant, ils sont moins
adaptes pour prédire I'impact environnemental des micropolluants (Godet et al., 2005).
VI. Présentation de la zone d’étude :

L'Oued Seybouse est l'une des riviéres les plus importantes en Algérie. Elle s'étend sur
environ 240 km, traverse sept wilayas (Guelma, Annaba, Souk Ahras, El Tarf, Oum EIl Bouaghi,
Constantine et Skikda) et 68 municipalités, dont 30 sont entiérement incluses dans son bassin,
et partiellement pour les autres (Fraga et al., 2022).

C'est le deuxiéme plus grand bassin hydrographique en Afrique du Nord, aprés le bassin
de la riviere Medjerda dans la partie orientale. La riviere Seybouse prend sa source avant
d'entrer dans la commune de Guelma (20 km), par la confluence des rivieres Charf et
Bouhamdane. Elle traverse ensuite une ouverture relativement étroite et pénetre dans le vaste
bassin de Guelma, s'étendant clairement d'ouest en est sur toute sa longueur (Charchar et al.,
2017).
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Figure 08 : Carte géographique présente la zone étudiée (Aissaoui et al., 2017).

21



Chapitre 02 ;
Matériel et méthodes




CHAPITRE 02 matériels et méthodes

l. Matériels et méthodes :

I.1.Echantillonnage

La collecte des échantillons d'eau est réalisée a partir d’Oued Seybouse (Guelma) qui
draine 1’un des principaux bassins versants de 1’ Algérie, ce bassin situé au Nord-est de
I’ Algérie et couvre une superficie totale d’environ 6471Km?, ¢’est le bassin le plus vaste apres

celui de la Madjerda de la partie orientale de 1’ Afrique du Nord (Reggam et al., 2015).

Seybouse est situé entre la confluence de 1’Oued Charef et I’Oued Bouhamdane et prend

naissance de la commune de Medjez Amar a 1I’Ouest de la ville de Guelma.

Les échantillons d’eau sont prélevés en mois de Février 2024, dans des bouteilles en verre
propres de 250 ml a partir de quatre stations différentes dont leurs valeurs GPS ont été notées.
Les flacons sont immergeés a une profondeur de 20 cm de la surface pour éviter les obstacles
naturels ou artificiels (figure 09). Les échantillons sont prélevés manuellement & des points
fixes, les flacon sont ouverts sous I'eau et dirigés dans le sens opposé au courant. Ensuite, le
bouchon est placé sous I'eau pour éviter les bulles d'air et s'assurer que le récipient n'est pas

complétement rempli.

B

Figure 09 : Echantillonnage a partir d’un cours d’eau (Héber et Légaré, 2000).
Une sonde multiparameétres a été utilisée pour déterminer leurs parametres physicochimiques

in situ.

Station 01 : Medjez Amar (36.444065N,7.329673E) qui est le point de confluence de l'oued
Charef et de I'oued Bouhamdane, formant ainsi le début de la riviere Seybouse. La riviére

traverse la commune de Medjez Amar entourée de terres agricoles le long de ses rives.
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Figure 10 : Site de prélevement station 01 (Medjez Amar).
Station 02 : Héliopolis (36.484889N,7.438796E) est une zone avec une activité agricole,
impliquant l'utilisation d'engrais et de pesticides agricoles qui s'infiltrent a travers le sol dans
les eaux souterraines et celles de la riviere, en raison de la présence de terres agricoles le long
des rives de la riviere. De plus, les eaux usées domestiques et les déchets urbains sont déversés

dans la riviere.

Figure 11 : Site de prélevement station 02 (Héliopolis).
Station 03 : Boumahra Ahmed (36.468494N,7.534475E), c’est une zone avec une activité
agricole intensive, ce qui implique une utilisation massive d'engrais. On y trouve également une
usine de marbre et une usine de tomates en conserve qui rejettent leurs déchets dans la riviére.
De plus, il y a deux usines de carreaux : I'une déverse directement ses déchets dans la riviére et
l'autre dans I'oued Bousera, qui se jette dans I'oued Seybouse. Les eaux usées des habitants et

les déchets urbains contribuent également a la pollution.
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Figure 12 : Site de prélévement station 03 (Boumahra Ahmed).
Station 04 : Nador (36.419567 N,7.615260 E) est entourée de terres agricoles de tous les cotés,
ce qui signifie que l'utilisation excessive d'engrais et de pesticides agricoles qui s'infiltrent dans
le sol peut causer la pollution des eaux de la riviere en raison de son passage a travers ces terres.
En outre, les eaux usées des canaux d'égout sont déversées dans la riviere. Nador est la derniére
zone traversée par l'oued Seybouse aprés son passage par Medjez Amar, Héliopolis et
Boumahra Ahmed.

Figure 13 : Site de prélevement station 04 (Nadhor).

Les prélevements sont conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation.

1.2. Test d’Allium cepa pour la cytotoxicité et la génotoxicité
I.2.1. Organisme d’essai et conditions de croissance :

Des bulbes d’oignons ont été obtenus d’un marché local a Guelma et ils sont choisis selon
leur taille (environ 3 a 4 cm de diamétre) et leur apparence. Les écailles extérieures et les
anciennes racines ont été ¢liminées avec précaution avant de commencer 1’expérience. Durant

toutes les expériences réalisées, les bulbes sont incubés a I’obscurité a température ambiante.

Pour ce test de toxicité, un total de 25 bulbes est utilisé pour tous les échantillons, y

compris le contrdle négatif (eau synthétique), 5 bulbes sont utilisés pour chaque échantillon.
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Les bulbes sont placés dans des pots remplis par chaque solution a tester de tel sort que la base
de la racine principale se trouve plongée dans la solution. L’incubation se fait a I’obscurité
pendant 2 jours dans de 1’eau synthétique (ES), puis pendant 48 heures dans les échantillons
avec changement des solutions chaque 24 heure. Aprées 4 jours de traitement, la longueur des
racines est mesurée. Les pourcentages d’inhibition de I’élongation racinaire sont représentés en
fonction des différentes stations de prélévement en comparaison avec ’eau synthétique

considérée comme contréle négatif.
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Figure 14 : Bulbes cultivés dans différents échantillons

1.2.2. Indice mitotique et aberrations chromosomiques :

L’indice mitotique (IM) et les aberrations chromosomiques (AC) sont déterminés sur les
racines d’Allium cepa traitées précédemment par les échantillons d’eau des quatre stations et
I’eau synthétique. Les extrémités des racines de chaque groupe d’essai ont été immédiatement
placées dans un fixateur éthanol/acide acétique, (3/1) pendant 24 h a 4°C, puis conservées dans
1’éthanol 70% a 4°C jusqu’a utilisation. Pour 1’observation microscopique, trois lames ont été
préparées pour chaque groupe d’essai et codées. Les pointes des racines ont été hydrolysées
pendant 8 minutes dans de ’'HCL 1N a 60 °C et colorées par la réaction de Feulgen, puis les 2
mm apicaux ont été écrasées dans une goutte d’acide acétique a 45% sur les lames, et des
lamelles sont abaissées avec précaution pour exclure les bulles d’air. Les lamelles ont été

scellées aux lames avec un vernis a ongles clair (Boumaza et al., 2016).
1.2.3. Observation microscopique :

Les lames sont observées au microscope optique (x40). Pour I’indice mitotique, 1000
cellules classées en interphase (1) et cellules en division : prophase (P), métaphase (M),
anaphase (A) et télophase (T) sont calculées. L’indice mitotique est exprimé comme étant le

nombre des cellules en division par toutes les cellules selon la formule :
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P+M+A+T
nombre total des cellules

IM =

Les cellules sont aussi examinées a (x60) pour I’étude des aberrations chromosomiques
pour chaque station en comparaison avec I’ES. Les catégories suivantes d’aberrations ont été
étudiées : fragments chromosomiques, c-mitose, pont, perte de chromosome, et autres

aberrations.

1.3. Evaluation du stress oxydant
1.3.1. Préparation des échantillons

1.3.1.1. Activité de la catalase :

Les racines fraiches de chaque traitement ont été homogénéisées dans un mortier avec
0,05 M tampon phosphate de sodium (pH 7,8) a la fin de I’expérience. L'homogénat a été
centrifugé a 10 000 xg pendant 20 min a 4°C et le surnageant a été utilisé pour analyser 1’activité
enzymatique du catalase (CAT).

L'activité du CAT a été testée selon la méthode de Zhang et al. (2005). L'activité CAT a
été déterminée par un spectrophotometre UV-Vis dans 2,8 ml de mélange réactionnel contenant
1,5 ml de tampon phosphate de sodium 0,05 M (pH 7,8), 1 ml d'eau distillée et 0,3 ml de H20-
0,1 M. préparé immédiatement avant 1’utilisation, puis 0,2 ml d'extrait enzymatique ont été
ajoutés. L'activité du CAT a été mesurée en surveillant la diminution de I'absorbance a 240 nm
a des intervalles de 0,5 min jusqu'a 2 min en fonction de la consommation de I’H20,. L’activité

enzymatique de la catalase est calculée selon la formule suivante :

2303 x log(A/A,)
k= "5

Dont :

K : Constante de vitesse de la réaction d’ordre 1.

T : Intervalle de temps en minute.

Al : Absorbance a t0

A2 : Absorbance a tl

L’activité enzymatique de la catalase = K/n (K/g) ou n représente la quantité de tissu en gramme

dans le volume utilisé de 1’échantillon testé (Zhang et al., 2005).
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1.3.1.2. Dosage du glutathion

Le dosage de glutathion réduit est effectué selon la méthode de Ellman G., (1959) au
niveau du des racines fraiches. La méthode du dosage de glutathion est basée sur 1’évaluation
de la réduction du réactif d’Ellman par les groupes (SH) en formant ’acide 2-nitro-5-
mercaptobenzoique ; ce dernier est caractérisé par une coloration jaune intense, ce qui permet
sa quantification spectrophotométrique a 412 nm. Les racines sont homogénéisées dans du
tampon phosphate de potassium pH8 (0.1M). 0.5 ml de TCA a 10% sont mélangés avec 0.5 ml
d’échantillon. Le mélange est agité de temps en temps pendant 15 minutes. Aprés 15 minutes,
les tubes sont centrifugés 5 minutes a 2000 tpm. D’autres tubes sont préparés pour le mélange
réactionnel : 100ul de réactif d’Ellman (0.396g/100ml de tampon) sont ajoutés a 1.7 ml de
tampon, ensuite, 200 pl de surnageant sont additionnés et la lecture se fait aprés 5 minutes a
412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions. Les concentrations du glutathion
réduit sont exprimées en umol par gramme de tissu. Elles sont déduites a partir d’une gamme
étalon de glutathion préparée dans les mémes conditions que le dosage (Eliman, 1959).

1.3.1.3. Dosage de ’MDA :

Le niveau de peroxydation lipidique a été exprimé en fonction du malondialdéhyde
(MDA) selon (Qin et al., 2010). Les échantillons frais de chaque traitement ont été
homogénéisé dans 5 mL d'acide trichloroacétique (TCA) a 10 % avec dans un mortier. Les
homogénats ont été centrifugés a 4 000 x g pendant 20 min. Pour chaque aliquote de 2 mL du
surnageant, 2 mL de 0,6 % d'acide 2-thiobarbiturique (TBA) dans 10 % de TCA a été ajoutée.
Les mélanges ont été chauffés au bain marie pendant 20 min puis refroidi rapidement dans un
bain de glace. 2 ml de n butanol sont ajoutés aux différents tubes. Aprés agitation rigoureuse,
les tubes sont centrifugés a 4 000 x g pendant 10 min, I'absorbance du surnageant a été
enregistré a 532 nm. La peroxydation lipidique a été exprimée en tant que teneur en MDA en
nmol par g de poids frais et calculé a partir d’'une gamme préparée sous les méme conditions
avec une solution de «1,1,3,3-tetraetoxypropane» qui donne le MDA aprés son hydrolyse (Qin
et al., 2010).

1.4. Analyse statistique

L’étude statistique est réalisée en appliquant le test d’ANOVA en ligne pour faire la
comparaison entre les différentes stations. On considére que la différence est significative a
p<0.05.
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Résultats et discussion

Dans la présente étude, la toxicité et la génotoxicité des échantillons d’eau prélevés a partir
d’Oued Seybouse sont évaluées par le test Allium cepa en prenant en considération trois
parametres: I’inhibition de 1’élongation racinaire et I’effet sur I’index mitotique, 1’étude des

aberrations chromosomiques et I’évaluation de quelques paramétres du stress oxydant.

1. Parametres physico-chimiques des échantillons d’eau :

La conductivité (uS/cm) et le pH, le Potentiel d’oxydoréduction, Oxygene dissous, le taux
des matiéres dissoutes, la salinité et la turbidité ont eté mesurés in situ. Les reésultats des
paramétres physico-chimiques sont présentés dans Tableau 3.

Tableau 03 : paramétres physicochimiques des stations d’échantillonnage

Stationl Station 2 | Station 3 Station 4

MVpH -62.3 -52.9 -50.0 -38.1
pH 8.29 8.12 8.06 7.86
ORP 156.2 157.1 156.1 157.1

DO 81.3% 73.1% 74.0% 76.8%
mg/L DO 8.09 7.18 6.98 7.31
puS/cm 1011 1042 1088 1047
uS/cm? 785 821 894 853

MQscm 0.0010 0.0010 0.0009 0.0010
mg/L tds 505 521 544 523
PSU 0.50 0.52 0.54 0.52
FNU 432 303 380 244

Les résultats sont en corrélation avec le degré de charge des echantillons d'eau teste. Les
niveaux de pH des échantillons d'eau étaient Iégérement alcalin et variait entre 7,86 et 8,29. La
conductivité électrique de I'eau est un indicateur simple et utile de sa salinité ou du sel total
contenu. Les valeurs de conductivité les plus élevées ont été détectés dans la station 3
(Boumahra Ahmed), puis la station 4 (Nadhor) et 2 (Héliopolis). Ces résultats ne sont pas

surprenant puisque les eaux usees de la décharge municipale contiennent souvent des niveaux
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élevés de sels dissous (Radi¢ et al., 2010). Les valeurs DO des échantillons d'eaux étaient plus
élevés dans la station S1 puis S4 que les stations S2 et S3, probablement en raison des taux des
rejets en matieres organique (Radi¢ et al., 2010).

2. Test d’Allium cepa pour la cytotoxicité et la génotoxicité :

Selon Boumaza A et al., (2016, 2024), lorsque 1’élongation racinaire diminue, cela
implique une diminution critique de la prolifération cellulaire, conduisant a I’arrét du cycle
cellulaire, ce dernier est considéré comme signe d’effets toxiques. Les racines d'oignon (A.
cepa) exposees a l'eau synthétique pendant 48 h (témoin négatif) avait une longueur moyenne
de 4.92 cm (Tableau 04) et présentait une morphologie normale.

Tableau 04 : Longueurs des racines d’Allium cepa exposées aux différents échantillons d’eau

Echantillons ES station1l  station2  station3  station 4
Longueurs des 4.9240.38% 3.58+0.97° 4.33+0.61° 4.67+0.60% 4.42°+0.49°
racines

Chaque valeur représente la moyenne + 1’écart type avec n=5. ES : Eau synthétique, Station
1 Medjez Amar, Station 2 Héliopolis, Station 3 Boumahra Ahmed, Station4 : Nadhor. Les
valeurs avec des lettres différentes désignent une différence significative entre les stations
et le contréle negatif.

120 a c 5 c

100
88.03 . 89.86
100 b 94.94

30

60

40

20

-11.97

-27.23

ES station 1 station 2 station 3 station 4

m Elongation relative (%0) ® Inhibition de I'élongation (%)

Figure 15 : Pourcentage des élongations relatives par rapport au contrdle négatif et les
pourcentages d’inhibition de 1’élongation racinaire.
Chaque valeur représente la moyenne + 1’écart type avec n=5. ES : Eau synthétique,
Station 1
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Medjez Amar Station2 : Héliopolis, Station3 : Boumahra Ahmed, Station4 : Nadhor. Les
valeurs avec des lettres différentes désignent une différence significative entre les stations
et le contréle négatif.

Les échantillons collectés des stations S1, S2, S3 et S4 avaient des longueurs de racines
relativement réduites de 27.23, 11.97, 5.06 et 10.14% respectivement par rapport au contréle
négatif (figure 15). Des racines jaunatres et curvées sont observées uniquement avec les
échantillons des stations S2, S3 et S4, mais la différence est significative uniquement dans les
stations S1, S2 et S4 par rapport au témoin négatif. Selon Boumaza et al., (2024), la diminution
de I’élongation racinaire est un signe de toxicité et de diminution de la vitesse de division

cellulaire.

Pour 1'¢tude de génotoxicité, I’indice mitotique et les aberrations chromosomiques sont
déterminés. L'indice mitotique des cellules méristématiques d'A. cepa traitées avec les différent
échantillons d’eau a été significativement diminué par rapport a contrdle négatif (Tableau 05).
L'indice mitotique refléte la fréquence de la division cellulaire et il est considéré comme un
parameétre important dans 1’évaluation de la toxicité d’une substance ou une matrice en nous
renseignant sur la possibilité¢ de I’analyse génotoxicologique, parce qu’un pourcentage des
cellules en division inférieur a 10 signifie qu’il n’y a pas suffisamment de cellules en division

pour qu’elles soient analysées (Rank, 2003).

Les résultats de la présente étude (Tableau 05) ont montré une diminution considérable
de I’'indice mitotique avec les échantillons des quatre stations par rapport au controle négatif.
Cependant, le pourcentage des cellules en division reste supérieur a 10 sauf pour la station 3 ou
il n’a pas dépassé 9%.

Tableau 05 : effet des différents échantillons d’eau sur 1'indice mitotique et les phases
mitotiques des cellules méristémiques des racines d'Allium cepa, et le Nombre Totale des
Aberrations (NTA)

Phases mitotiques
Echantillons | 1M (%) I (%) (%) ?(I,;BA‘
P M A T
ES 6.09+1.45% (39.1+0.34 40.3 10.2 1.5 8.9 [3.44%
S1 3.13+1.02" |68.7+1.23 27.5 1.02 2.78 0 [11.89"
S2 3.74+0.45° |§2.6+2.24 29.65 5.43 1.8 0.52 |13.87°
S3 0.89+0.21¢ [91.1+3.07 5.43 2.87 1.89 0.67 |38.98°
S4 1.5620.68° [84.4+1.78 1322 112 067 059 |27.45¢

Chaque valeur représente la moyenne + 1’écart type avec n= 3. ES : Eau synthétique,
Station 1
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Medjez Amar Station2 : Héliopolis, Station3 : Boumahra Ahmed, Station4 : Nadhor. Les
valeurs avec des lettres différentes désignent une différence significative entre les stations et le
contréle négatif

Concernant les pourcentages des phases mitotiques, on note une répartition normale pour
les racines traitées avec I’ES. Cependant, on note que le pourcentage de I’interphase augmente
avec les autres échantillons ou les valeurs les plus élevées sont enregistré avec la S3 puis la S4.
Concernant les cellules en division, les pourcentages des phases : anaphase et télophase sont
aussi tres faibles. Ce résultat signifie que ces deux échantillons sont les plus toxiques et
provoquent un blocage du cycle cellulaire. Selon Leme D et Marin-Morales, (2009) et
Owolarafe T et al., (2020), I’'IM est un paramétre précieux pour déterminer la cytotoxicité d'un
agent sur A. cepa. Par conséquent, la diminution observée du I’IM des racines d'A. cepa est
considérée comme un effet cytotoxique qui a conduit a l'inhibition de la croissance des racines.
Cela indique un retard du cycle de division cellulaire qui est confirmé par la diminution
significative du pourcentage de cellules en division par rapport au contrdle négatif et
I'accumulation de cellules en interphase. L'accumulation importante des cellules en interphase
et lI'augmentation du pourcentage de prophase dans les cellules en division peuvent s'expliquer
par un dysfonctionnement des points de contr6le, ce qui peut entrainer la mort cellulaire
(Sabeen et al., 2020).

Concernant les aberrations chromosomiques (AC) chez A. cepa, une augmentation
significative du pourcentage du NTA a été observée avec les échantillons d’eau testés par
rapport au témoin négatif. La valeur la plus élevée est noté au niveau de la station S3 suivie par
la station S4 (Tableau 05). La figure 16 montre les différentes phases mitotiques normales chez
Allium cepa et la figure 17 montre les différentes aberrations chromosomiques et mitotiques
observées dans les extrémités des cellules racinaires d'A. cepa exposé aux différents

échantillons d’eau testés.
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Figure 16 : les différentes phases mitotiques normales chez Allium cepa : (a)
Interphase, (b) Prophase, (c)Métaphase, (d) Anaphase, (e) Télophase.

Figure 17 : les différentes aberrations chromosomiques observées dans les extremités des
cellules racinaires d'A. cepa exposé a différentes concentrations de I'extrait aqueux d'EAZC
(@) C- métaphase + chromosome vagabond et retardataire en anaphase, (b) micronoyau, (c)
Canaphase + chromosome retardé, (d) ponts (fleche noire) + chromosomes vagabond
(fleche rouge), (e) cassures, (f) Cellule binucléée avec des micronoyaux. (g) Cellule

polynuclée (h) : prophase avec micronoyau (i) nucléoles fragmentés.

En analysant la relation entre le pourcentage du NTA et I’IM, on note qu’ils sont

inversement proportionnels (Figure 18). Si les le pourcentage du NTA augmente, I’'IM
diminue.
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Figure 18 : Relation entre I’IM et le NTA (%)

ES : Eau synthétique, Station 1 Medjez Amar, Station2 : Héliopolis, Station3 : Boumahra
Ahmed, Station4 : Nadhor. Les valeurs avec des lettres différentes désignent une
différence significative entre les stations et le contrdle négatif

3. Evaluation des parametres du stress oxydant

Les résultats des parametres du stress oxydant sont présentés dans le tableau 06.

Tableau 06 : paramétres du stress oxydant au niveau des racine d’Allium cepa traités avec les
différents échantillons d’eau

Echantillons CAT (K.g PF) GSH (nmol.g™ PF)*10? MDA (umol.g™ PF)
ES 0.23+0.031° 0.87+£0.054° 0.54+0.017°
S1 0.15+0.011° 0.52+0.010° 0.97+0.053°
S2 0.15+0.009° 0.47+0.018° 1.08+0.084°
S3 0.50+0.024¢ 0.26+0.055°¢ 1.63+0.201°¢
sS4 0.39+0.035¢ 0.35+0.027¢ 1.29+0.124¢

Chaque valeur représente la moyenne + I’écart type avec n= 3. ES : Eau synthétique, Station 1
Medjez Amar Station2 : Héliopolis, Station3 : Boumahra Ahmed, Station4 : Nadhor. Les
valeurs avec des lettres différentes désignent une différence significative entre les stations et
le contrdle négatif

La figure 19 montre les parametres du stress oxydant au niveau des racines d’Allium

cepa traités avec les différents échantillons d’eau.
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Figure 19 : parametres du stress oxydant au niveau des racines d’Allium cepa traités avec les
différents échantillons d’eau
ES : Eau synthétique, Station 1 Medjez Amar Station2 : Héliopolis, Station3 :
Boumahra Ahmed, Station4 : Nadhor. Les valeurs avec des lettres différentes désignent
une différence significative entre les stations et le controle négatif

On note que l’activité du catalase diminue dans les stations S1 et S2, alors qu’elle
augmente significativement dans les stations S3 et S4. La CAT est un antioxydant majeur qui
réduit le peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygene moléculaire et détruit non seulement le
peroxyde d’hydrogene, mais empéche également la formation d’autres espéces cytotoxiques de
I’oxygene. L’augmentation de I’activité du CAT est un mécanisme de défense cellulaire contre
le stress oxydant alors que la diminution de son activité peut étre due a son endommagement

suite a la production sévére du stress oxydant (Boumaza et al., 2024).

Concernant la GSH, ¢a concentration a diminué significativement par rapport a L’ES dans
toutes les stations et de maniere aigue au niveau de la S3. Le GSH est le thiol intracellulaire
majoritaire. Dans les conditions physiologiques normales, il est présent essentiellement sous sa
forme reduite. La mesure du taux GSH/GSSG est une bonne méthode pour évaluer le stress
oxydant dans I’organisme. Le potentiel antioxydant du gluthathion est du a son habilité a donner
I’hydrogene ce qui lui permet de réduire les radicaux libres, et certaines especes réactives telles
que HOCI et ONOO™. GSH est aussi capable de chélater les ions cuivreux et ferreux, ce qui
inhibe la réaction de Fenton. In vivo, GSH constitue ainsi la premiére ligne de défense contre
la toxicité des métaux (Haleng et al., 2022). La déplétion du GSH reduit peut étre expliquée par

son utilisation contre les stress oxydant et sa transformation en sa forme oxydee (GSSG).
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Le dosage de I’'MDA a pour objectif d’estimer le taux d’endommagement de la
membrane des racines en fonction de la peroxydation lipidique. Les résultats montrent une
augmentation significative de la peroxydation lipidique dans toutes les stations
d’échantillonnage. La valeur la plus élevée est observée au niveau de la station S3 ou nous
avons déja enregistré le NTA % le plus élevé. Ces résultats indiquent que les échantillons d’eau
testés produisent indirectement des ROS et provoque un déséquilibre entre les production de
ROS et la de défense antioxydante, conduisant a une augmentation de la peroxydation lipidique

et le stress oxydatif dans les racines (Qin et al., 2010)
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Conclusion et perspectives

La présente étude a pour but d'évaluer les effets cytotoxiques et génotoxiques des eaux
d’Oued Seybouse, en utilisant le test d’Allium cepa et aussi évaluer le stress oxydant au niveau

de ses racines.

Les résultats ont montré un effet génotoxique élevé. Une diminution de I'indice mitotique
et une augmentation de l'indice d'anomalies (AC) étaient les signes les plus importants de I’effet
génotoxique. Ces effets néfastes ont été accompagnés de 1’augmentation du stress oxydant au
niveau des racines d’Allium cepa traitées avec les échantillons d’eau des différentes stations
d’Oued Seybouse. Cela signifie que les eaux d’Oued Seybouse sont hautement cytotoxique et
génotoxique, ce qui les rend dangereuses pour I’irrigation, car les substances toxiques pourrait
entrer dans la chaine alimentaire et provoquer des maladies dues aux phénomeénes de

bioamplification et de bioaccumulation.

On peut conclure que les essais biologiques de toxicité/génotoxicité devraient constituer
un outil essentiel dans I’évaluation de la toxicité des eaux avant leur utilisation. Ils devraient
également étre utilisés pour surveiller les eaux de surface et leur qualité, car cela fournirait des
données utiles a 1’évaluation des risques. Cette étude a montré I’utilité de combiner 1’analyse
physico-chimique avec les méthodes cytogénétiques et 1’évaluation du stress oxydant pour
mieux comprendre la toxicité des produits chimiques, des polluants et leur influence sur la

santé.

En perspective, des études de toxicité approfondies sont nécessaires pour plus de
compréhension des mécanismes de toxicité en générale et une analyse des constituants en
polluants chimiques et organiques est trés recommandée pour déterminer les agents en cause et
les sources réelles de pollution des eaux d’Oued Seybouse. L’application de d’autres tests de
génotoxicité avec d’autres modeles expérimentaux pourrait étre utile dans ce cas.

Identifier la composition des eaux d’Oued Seybouse en polluants permet de fournir des
options de nettoyage ou de traitement pour résoudre les risques environnementaux et pour la
santé publique. En outre, la surveillance et la gestion continues de la qualit¢ de I’eau sont

essentielles au maintien de la santé écologique de 1’écosystéme.
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Annexe

Préparation de I’eau synthétique :

-dans un bécher mettez 200 ml eau distillée et ajouté 60 mg de CaSO4,

-puis agiter avec un barreau magnétique sur 1’agitateur a 60°C jusqu’a dissolution,
-ajouter un sous agitation 60 mg MgSO4

-puis 96 mg NaHCO3, puis 4 mg KCL,

-compliter le volume a 1 litre aprés avoir dissoudre les reacttif.

Préparation du 40 ml de carnoy :
Ethanol absolu 30 ml.

Acide acétique glaciale 10 ml.

Préparation de 100 ml d’ethanol 70% :
-30 ml eau distillée.

- 70 ml ethanol absolu.

Préparation de HCL 1N :
-mettez 10 ml d’eau distillée,
-puis on ajoute 8.17 ml HCL concentré (37%),

-puis on compléte le volume a 100 ml avec eau distillée.

Préparation d’acide acétique glaciale 45% :
-mettez 27.5 ml eau distillée,

-puis complétez le volume a 50ml avec I’acide acétique glaciale.

Préparation de colorant feulgen :

-faire bouillir 100 ml eau distillee,

-ajouter 0.5 g fushine basique avec agitation par un barreau magnétique,
-laisser refroidir a 50°C avec agitation continue,

-rajouter 10 ml HCL 1N,

-rajouter 1 g K2S205 puis agitation 15 minutes,

-laisser reposer au frigo 24h dans un flacon sombre couvert avec aluminuim,

-puis filtrer avec papier filtre.



10-

Préparation de DTNB :
-6ml de SPB.
-24mg de DTNB.

Préparation de TCA 10% :
-2mg de TCA.
-20ml d’eau distillée.

Préparation de PBS :
-2g de NaCL .
-350mg de NaHPO4.
-50mg de KCL.
-65.5mg de KH2PO4.

Préparation de SPB :
-1.5g9 de Na2HPO4 dans 250ml eau distillée.

-1.96g de NaH2PO4 dans 250ml eau distillée.
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