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Résumé

L'effet toxique et génotoxique du pesticide Tilt 250 ont été étudiés en utilisant le
test d’Allium cepa. La valeur d’EC50 a été déterminée premierement en évaluant
I'inhibition de 1’¢longation racinaire. Différentes doses de concentrations variees de Tilt
ont été introduits aux racines de 1’oignon pour évaluer l'index mitotique des cellules
méristématiques d’Allium cepa et les aberrations chromosomiques. L'eau du robinet a été
utilisée comme témoin. L’index mitotique et la fréquence des aberrations chromosomiques
ont été calculés séparément pour chaque dose introduite. Les anomalies les plus observés
étaient des fragments, c- mitose, des ponts et la perte de chromosomes. D'apres les résultats
obtenus, I'effet génotoxique du Tilt250 sur I'organisme d'essai a été observeé.

Mots-clés : Aberration chromosomique, Allium cepa, cytotoxicité, génotoxicite, index

mitotique, Tilt.
Abstract

The toxic and genotoxic effect of Tilt 250 pesticide were investigated using Allium
cepa test. The EC50 value was determined first to evaluate the growth inhibition and then
different doses of varied concentrations of Tilt were introduced to onion roots to evaluate
the mitotic index of Allium cepa root meristematic cells and the chromosome aberrations.
Tap water was used as control. Mitotic index and mitotic chromosome aberrations
frequences were calculated separately for each dose introduced. The most observed
abnormalities were fragments, c-mitosis, bridges and chromosome loss. According to the
results obtained the genotoxic effect of Tilt250 on the test organism was observed.

Keywords: Allium cepa, chromosomal aberration, cytotoxicity, genotoxicity, mitotic
index, Tilt.
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Introduction

L'utilisation des pesticides dans I'agriculture moderne a amélioré le rendement par
I'inhibition des organismes causant les maladies et en agissant contre les ravageurs dans les
champs et au cours du stockage des produits agricoles (Taylor et al, 1997; Mackenzie et al,
1998).

L'action mutagéne et cancérogéne des pesticides sur les animaux de laboratoire est
bien connue et plusieurs études ont montré que I’exposition chronique
a de faibles doses de pesticides peut causer des mutations. Les résidus de pesticides
peuvent étre présents dans les fruits et les légumes et représentent un risque pour la santé
humaine. Des études ont montré que I'exposition chronique a de faibles niveaux de
pesticides peut causer des anomalies congénitales et prénatales. En plus, I'exposition est

associée a la cancérogénicité (Ferretti et al, 2007 ; Subbarao, 1999).

L’Algérie, en tant que pays utilisateur de produits phytosanitaires est aussi

concernée par les effets néfastes des pesticides.

Dans le présent travail, le Tilt 250, un pesticide fréquemment utilisé en Algérie, a
fait ’objet de 1’étude. Pour ce faire, la toxicité du Tilt est évaluée in vivo en utilisant

Allium cepa comme modele expérimental. Trois paramétres sont pris en considération :

= Effet inhibiteur de 1’élongation racinaire sur Allium cepa
= Effet sur I'index mitotique de la division cellulaire des cellules
méristematiques racinaires d’Allium cepa

= Test des aberrations chromosomiques sur Allium cepa
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I. Généralités sur les pesticides

I.1. Historique

Les pesticides ont été reconnus depuis longtemps:

» Des avant 2500 BCE, les humains ont utilisé des pesticides pour protéger
leurs récoltes. Le premier pesticide utilisé est par I'époussetage du soufre élémentaire
utilisé dans la Sumeria environ 4500 ans.

»  Par le 15eme siecle, les produits chimiques toxiques comme l'arsenic, le
mercure et le plomb ont été appliquées a des cultures pour tuer les parasites.

»  Au 17eme siecle, le sulfate de nicotine a été extrait de feuilles de tabac pour
I'utilisation d'un insecticide.

»  Le 19éme siecle a vu l'introduction de deux autres pesticides naturels,
pyréthre, qui est dérivé de chrysanthemes, la roténone qui est dérivé de la racine des
Iégumes tropicaux.

»  En 1939, Paul Miiller a découvert que le DDT est un insecticide trés
efficace. Il est rapidement devenu le plus largement utilisé des pesticides dans le monde.

»  Dans les années 1940, les fabricants ont commenceé a produire de grandes
quantités de pesticides de synthese et leur utilisation s'est généralisée.

»  Certaines sources estiment les années 1940 et 1950 pour le début de I'ére des
pesticides.

»  L'usage des pesticides a augmenté de 50 fois depuis 1950 et 2,3 millions de
tonnes (2,5 millions de tonnes impériales) de pesticides industriels sont maintenant utilisés
chaque année.

»  Soixante-cing pour cent de tous les pesticides dans le monde sont utilisés
dans les pays développés, mais l'utilisation dans les pays en développement est de plus en

plus élevée [1].
1.2. Définition

L’étymologie du mot pesticide s’est construite sur le modéle de nombreux mots se
terminant par le suffixe « -cide » et qui signifie « tuer ». On lui a adjoint la racine anglaise
« pest » (animal, insecte ou plante nuisible) ou le mot francais peste (fléau, chose

pernicieuse qui corrompt et maladie) [2].
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Le terme "pesticides"” est une appellation générique couvrant toutes les substances
ou produits qui éliminent les organismes nuisibles, qu'ils soient utilisés dans le secteur
agricole ou dans d'autres applications. La substance ou le microorganisme qui détruit ou
empéche les organismes nuisibles de s’installer sur les végétaux, parties de végétaux ou
produits vegétaux est dénommée substance active, a laquelle sont associeés dans la
préparation un certain nombre de «formulant» (mouillants, solvants, anti-mousses) qui la
rendent utilisable par I’agriculteur (ACTA, 2005).

1.3. Classification des pesticides

La classification des pesticides se base sur quatre critéres selon : leur composition

chimique, 1’organisme vivant visé, leur dangerosité et leur usage (Elmouden, 2010).
1.3.1. Classification chimique

Dans cette classification les pesticides ont été répartis en trois catégories
différentes, et cela selon les groupements chimiques fonctionnels qui les composent, on

distingue alors :

. Les organophosphorés: Les organophosphorés sont des esters d’acide
phosphorique ou d’acide thiophosphorique. Ils représentent le groupe le plus largement
utilisé. Ils sont hautement toxiques pour les mammiferes. Plusieurs organophosphorés
possédent a la fois une activité herbicide et acaricide, certains ont une action herbicide ou
fongicide. Comparativement aux organochlorés, les organophosphorés ont un cycle de vie
court et leurs caractéristiques physico-chimiques peuvent se modifier avec le temps (Chi
Anh Ta, 1997).

. Les organochlorés : Les organochlorés sont des produits chimiques de la molécule
de chlore et utilisés comme insecticides ou fongicides, qui par leur caractére persistant,
bioaccumulable et hautement toxique car ils interférent avec plusieurs activités biologiques
telle que la perturbation du systeme nerveux des animaux ainsi que de ’homme, ils sont
actuellement trés restreint ou interdit d’utilisation (Chi Anh Ta, 1997).

. Les carbamates: Les dérivés de I’acide carbamique forment un groupe de
pesticides ayant une activité biocide. Cette famille comprend un grand nombre de
composés chimique, et ils se concentrent également dans les tissus biologiques. Cependant,
ils sont moins toxiques (Tableau.01) (Chi Anh Ta, 1997).
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Tableau. 01 : Classification chimique des pesticides [3].

Famille des molécules

Exemples

Modele moléculaire

Les Organochlorés

Le Lindane - le DDT le 2.4-D

H
_C.___O___CO,H
HC ™ ~=C 2
I &t
-

Le Lidane

Les Organophosphorés

Le méthamidophos
HE=0O //O

H,C—S  "NH,

Les Carbamates

Les Carbaryl

Le Carbaryl



http://eduterre.ens-lyon.fr/eduterre-usages/nappe/html/Ressources/pesticides/images_mol/lindane
http://eduterre.ens-lyon.fr/eduterre-usages/nappe/html/Ressources/pesticides/images_mol/carbaryl
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1.3.2. Classification par cible

Les pesticides se repartissent en plusieurs grandes familles d'utilisation pour lutter

contre des organismes nuisibles aux cultures et a la salubrité ou assurer la conservation des

produits végétaux ou la protection des bois:

Les herbicides (désherbants, débroussaillants): utilisés pour détruire les adventices
(mauvaises herbes) qui étouffent les végétaux cultives.

Les insecticides (et acaricides): destinés a éliminer les insectes qui se nourrissent
ou pondent sur les cultures ou le bois ou posent des problemes sanitaires
(doryphores, pucerons, tordeuses, carpocapses, moustiques, blattes, termites,
mites).

Les fongicides: qui tuent ou inhibent la croissance des champignons
microscopiques responsables de maladies cryptogamiques (cloque du pécher,
mildiou, tavelure, oidium, tavelure, monilia.)

Les nématicides: qui tuent les vers parasites (nématodes) qui parasitent les plantes
et les arbres.

Les limacides: qui tuent ou éloignent les limaces et les escargots qui ravagent les
cultures maraicheres.

Les rodenticides: (ou raticides): utilisés pour tuer les rongeurs qui dévorent les
récoltes ou posent des probléemes d'hygiéne publique (rats, souris).Parmi les
pesticides, les produits phytosanitaires sont ceux utilisés pour soigner ou prévenir
les maladies des vegetaux [4].

1.3.3. Classification selon la dangerosité

L’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) classe les pesticides par dangerosité

(Tableau.02) en se basant sur leur dose létale médiane orale ou cutanée. Une mesure

appelée DL50 est calculée en mesurant le nombre de milligrammes de matiere active par

kilogramme de masse corporelle, nécessaire pour tuer 50 pour cent (50%) d'un échantillon

test d'animaux, souvent des rats [5].
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Tableau. 02: Classification des pesticides selon I’O.M.S (Chabilleau et al, 2011).

DL50 pour le rat

(mg/kg de poids
Niveau de Intitulé du niveau corporel)

classification

Voie orale Voie

cutanée
la Extrémement dangereux <5 <50
Ib Fortement dangereux 5-50 50 - 200

I Modérément dangereux | 50 -2000 | 200 - 2000

i Légerement dangereux > 2000

1.3.4. Classification selon leurs utilisations
Actuellement, les pesticides sont séparés en deux groupes,

= Les pesticides a usage agricole ou produits phytopharmaceutiques: qui sont des
substances chimiques minérales ou organiques, de synthese ou naturelles. Elles sont
utilisées pour la protection des végétaux contre les maladies et contre les organismes

nuisibles aux cultures (Idrissi et al, 2010).

= Les pesticides a usage non agricole: ou biocides qui sont similaires aux premiers,
utilisés par exemple en hygiéne publique (lutte anti-vectorielle) et dans d’autres
applications comme la conservation du bois, la désinfection, ou certains usages

domestiques (Idrissi et al, 2010).
1.4. Les voies de péenétration des pesticides

Les produits phytosanitaires en général sont tous susceptible de pénétrer dans

I’organisme par différentes voies.
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1.4.1. Voies d’entrée directe: Les principales voies d’entrée directe sont:

= \Voie orale: les intoxications les plus séveres se produisent lorsque le pesticide est
accidentellement ingéré. L’absorption accidentelle se produit principalement par la
contamination des mains ou d’aliments (Onil et Louis, 2001).

=\oie respiratoire: L’exposition par les voies respiratoires constitue la voie
d’intoxication la plus rapide et la plus directe. Ce type de pénétration se fait par inhalation
de poussieres, fumées, gaz ou vapeurs, particules fines émises a la préparation du
traitement et lors de la pulvérisation du brouillard de produit [4].

»\Voie cutanée: C’est la voie principale de pénétration des produits. Certains
produits sont susceptibles de traverser la peau, puis de passer dans le sang pour se fixer sur
certains organes (foie, rate...) ou tissus (nerveux, graisseux) et aboutir, par conséquent, a
des intoxications parfois tres graves. De plus, la chaleur et la transpiration accélerent trés
souvent ce phénomeéne de pénétration [6].

1.4.2. Voies d’entrée indirecte: Les principales voies d’entrée indirecte sont:

* Le transfert de la mére au feetus : L’entrée dans le corps se fait par le transfert du
pesticide a travers le placenta de la femme enceinte a I’enfant a naitre [6].

»Les résidus des pesticides présents dans les aliments: La consommation
involontaire de résidus de pesticides dans les aliments est une autre voie d’entrée. On
trouve des résidus de pesticides, aussi bien naturels que de synthese, dans tout ce que nous

mangeons transformés a partir de ces denrées [6].
1.5. Les modes d’exposition aux pesticides

L’exposition aux pesticides se caractérise par une multiplicité des voies

d’exposition, on distingue généralement différentes types d’exposition :
1.5.1. Les expositions primaires (professionnels)

Elles concernent les personnes manipulant les produits, au moment de la
préparation, de I’application mais aussi du nettoyage des appareils de traitement. Les
populations concernées sont bien évidemment les agriculteurs et les professionnels mais

tout un chacun est également expos¢ lors de 1’utilisation de produits a usages domestiques
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ou d’entretien des jardins. Les pesticides utilisés dans les champs ou a domicile sont trop
souvent entreposes sans précaution particuliere dans les habitations et les membres de la

famille peuvent y avoir facilement acces [7].
1.5.2. Les expositions secondaires (non professionnels)

Elles concernent 1’ensemble de la population, qui est exposée aux résidus de
I’'usage de ces produits, au travers de son alimentation et de son environnement. Les
données de surveillance des milieux dont on dispose aujourd’hui concernent

principalement 1’cau et les denrées alimentaires [7].
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I1. Toxicité des pesticides

I1.1. La toxicité

La toxicité d’un pesticide indique dans quelle mesure le produit est dangereux. On

distingue deux niveaux de toxicité :

11.1.1. Toxicité aigué: une seule exposition suffit généralement pour causer une
intoxication. Les effets se produisent immédiatement ou peu de temps apres 1’exposition et
varient selon le pesticide en cause, la dose regue, la voie d’absorption et la sensibilité de la

personne [6].

11.1.2. Toxicité chronique: I’intoxication résulte d’expositions répétées a de faibles doses
de pesticide et sur une longue période. Les symptdbmes peuvent se manifester apres

plusieurs mois, voire plusieurs années d’exposition (Jeroen et al, 2004).

11.2. Les facteurs influencant la toxicite des pesticides

Les pesticides regroupent un grand nombre de spécialités de toxicité variable pour
I’homme. Ces produits sont transformés en différents métabolites susceptibles d’engendrer
d’autres répercutions sur 1’organisme humain. Les principaux facteurs influant sur la
toxicité des pesticides pour I’homme sont: la dose, les modalités d’exposition, le degré
d’absorption, la nature des effets de la matiere active et de ses métabolites et

I’accumulation et la persistance du produit dans I’organisme (Ferragu et al, 2010).
11.3. Les effets des pesticides sur la santé

Les pesticides sont utilisés pour lutter contre les insectes, les herbes ou encore les
champignons. Mais leur toxicité ne se limite pas aux seules espeéces que 1’on souhaite
¢liminer. Ils sont également néfastes pour I’homme et I’environnement. Si les mécanismes
d’actions des pesticides sur notre organisme sont complexes et encore mal connus, leurs
effets eux, ont été mis en évidence. Troubles de la reproduction, perturbateurs
endocriniens, troubles du systeme nerveux, effets sur le systeme immunitaire, effets

dermatologiques et cancer (Onil et Louis, 2001).
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11.3.1. Effets sur la reproduction et le développement

Bien qu’une telle démonstration ne puisse étre facilement faite chez I’humain,
plusieurs études animales indiquent que certains pesticides pourraient produire des effets
sur la reproduction et/ou sur le développement. Parmi les effets possibles, nous pouvons
noter les anomalies du développement embryonnaire qui incluent les Iésions structurales et

les lésions fonctionnelles (Onil et Louis, 2001).

11.3.2. Effets sur le systeme endocriniens

Les perturbateurs endocriniens sont définis comme des substances exogenes a
I’organisme et qui interférent sur la synthése et le fonctionnement d’hormones naturelles.
La modification du fonctionnement endocrinien, qu’ils peuvent provoquer, peut avoir des
conséquences déléeteres. Des effets ont été observés sur la faune sauvage, mais peu sur les
humains (Onil et Louis, 2001).

11.3.3. Effets neurologiques

Plusieurs pesticides peuvent étre responsables d’effets neurologiques et ce, tant lors
d’une exposition aigué que d’une exposition chronique. Les effets neurologiques découlant
d’une intoxication aigué sont relativement bien connus. Certains organophosphorés
peuvent aussi causer une neuropathie retardée qui survient généralement suite a une

intoxication aigué trés importante (Onil et Louis, 2001).

11.3.4. Effets sur le systeme immunitaire

Certaines ¢tudes indiquent la probabilité d’une relation entre les pesticides et
I’augmentation des risques de maladies infectieuses. La chute de production d’anticorps et
des réactions d’hypersensibilité retardées pourrait aussi étre associée a 1’exposition a ces

produits (Onil et Louis, 2001).

Les pesticides sont capables d’agir sur le systéme immunitaire selon différents
mécanismes entrainant des pathologies immunitaires plus fréquentes chez 1’enfant que
chez I’adulte [9].
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11.3.5. Effets dermatologiques

Certains pesticides peuvent étre responsables d’effets dermatologiques comme les
dermatites de contact qui sont des réactions cutanées inflammatoires, aigués ou chroniques,
provoquées par un agent chimique, biologique ou physique. Ces réactions sont
caractérisées par I’apparition de démangeaisons, de rougeurs et de 1ésions cutanées (Onil et

Louis, 2001).
11.3.6. Cancers

De nombreuses études épidémiologiques ont établi des liens plus ou moins
importants entre 1’exposition professionnelle aux pesticides et certaines formes de cancers.
De faibles possibilités d’association ont aussi été faites pour le cancer du sein, du poumon,

du pancréas, de la vessie, des testicules et de 1I’estomac (Onil et Louis, 2001).

Les premiéres recherches sur le role des pesticides dans les cancers sont basées sur
le constat de différence de mortalité entre agriculteurs et autres catégories
socioprofessionnelles pour certaines pathologies cancéreuses. Il s’agit des cancers des
tissus hématopoiétiques, de I’estomac, de la peau, du cerveau. On s’intéresse actuellement

aussi a la survenue de cancers chez I’enfant [8].
Les cancers constituent la deuxiéme cause de mortalité chez les enfants apres les

accidents domestiques (Savitz, 2001; Damstra, 2002; Nasterlack, 2007).

11.4. L’impact des pesticides sur I’environnement

11.4.1. Contamination des eaux

Une des conséquences environnementales majeures de [’agriculture intensive
actuelle est la dégradation de la qualité des eaux. Les pesticides peuvent facilement
pénétrer dans les sources d'eau. Différents auteurs ont mis en évidence des contaminations
de produits phytosanitaires dans les eaux de surface et de profondeur de bassins viticoles
(Lennartz et al, 1997; Louchard et al, 2001).
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11.4.2. Contamination de P’air
= Air extérieur

La présence de pesticides est observée dans toutes les phases atmosphériques en
concentrations variables. L’air et ’eau pouvaient étre contaminés, de maniere locale, mais
aussi a distance des lieux de traitement. Cette contamination est chronique. Des composés

peu volatils ou interdits ont parfois été observés.
= Air intérieur
Les pesticides peuvent contaminer [’air intérieur non seulement suite a leur
application ou leur stockage dans les logements mais également du fait du transport des

produits utilisés a D’extérieur (agriculture, jardins, parcs) par D’intermédiaire des

chaussures, des vétements, des animaux domestiques ou par 1’air.

11.4.3. Contamination des sols

La contamination des sols par différentes substances, dont les pesticides, a été
reconnue comme l'une des principales menaces qui pesent sur les sols européens (CEC,
2002).

Les pesticides dans les sols peuvent provenir des activités agricoles mais également
desactivités d’entretien des espaces verts et jardins ou de désherbage des réseaux routiers
etferrés. La vitesse d’infiltration des pesticides dans le sol dépend du sol (humidité, taux de

matiere organique, pH) et du pesticide.
11.5. La génotoxicité des pesticides
11.5.1. Définition de la génotoxicité

La génotoxicité, appelée également toxicité génetique, représente la capacité de
certains agents physiques, chimiques ou biologiques a provoquer [’apparition de
dommages a I’ADN qui peuvent conduire a des mutations génétiques si ces Iésions ne sont
pas réparées. Ces agents sont qualifiés de mutagenes (Jerome et Celine, 2009).Un pesticide
est considéré comme génotoxique lorsqu'il a la capacité d'altérer le matériel génétique des

cellules. Plusieurs tests de génotoxicité ont permis de mettre en évidence le potentiel de
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certains pesticides a induire des dommages au niveau des chromosomes et de I'ADN ou
des mutations des genes (figure.01) [10].

b

Cassure simple brin ————————3p-

Pontage intra-brins

Intercalation

Modification d'une base

Cassure double brins

Adduit

Figure. 01: les différents types de lésions primaires de I’ADN (Bickman et Smolen, 1994).

11.6. Les tests de génotoxicité

Les tests de génotoxicité visent a mettre en évidence 1’altération par des composés
chimiques ou physiques du matériel génétique Acide Désoxyribo Nucléique (ADN et/ou
chromosome). lls ne visent pas a détecter directement des cellules cancéreuses, mais des

cellules normales ayant subi une atteinte ou agression génotoxique (Fardel et al, 2009).
11.6.1. Test des micronoyaux

Les micronoyaux sont des entités nucléaires indépendantes du noyau principal,
provenant de la perte de fragments chromosomiques ou de chromosomes entiers pendant la
division nucléaire, conséquences respectivement d'effets clastogéenes (cassures double brin
de la molécule d'ADN) ou deffets aneugenes (altérations de l'appareil mitotique liées

principalement a des interactions avec les protéines) (Figure.02) (Fardel et al, 2009).
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Figure. 02: formation des micronoyaux (Schmid, 1975).

Le test des micronoyaux a donc pour objet de détecter et énumérer ces
micronoyaux, dans des cellules traitées in vitro par I’agent génotoxique ou provenant d’une

exposition in vivo (Fardel et al, 2009).

11.6.2. Test d’Ames

Le test d’Ames (Maron et Ames, 1983) consiste a évaluer si une substance
chimique ou un agent physique est capable d’induire des mutations chez différentes
souches de Salmonella typhimurium. Ces souches sont porteuses d’une mutation
préalablement induite dans un des génes de la chaine de biosyntheése de I’acide aminé
histidine. Cette mutation rend les souches incapables de pousser sur un milieu sans
histidine, elles sont dites auxotrophes vis-a-vis de I’histidine (His-). Le nombre de clones
bactériens His+, dits révertants, ayant poussé au bout de 48h sur le milieu de culture
dépourvu d’histidine, est proportionnel au pouvoir mutageéne de la substance testée. Afin
de pouvoir détecter les génotoxiques indirects dits progénotoxiques, un systéme

d’activation métabolique, la fraction S9, est ajouté au milieu de culture.
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Cette fraction apporte les enzymes nécessaires (cytochromes P450) a 1’activation

métabolique des progénotoxiques (Maron et Ames, 1983).

11.6.3. Test des cométes

Le test des cometes est une technique simple, rapide, et sensible permettant de
quantifier les cassures simple et double brins de I’ADN et les sites alcali-labiles au niveau
de cellules individualisées. Il permet de mesurer les cassures induites directement par un
agent génotoxique ou lors des processus enzymatiques de réparation des dommages ou
encore lors de processus secondaires de fragmentation de ’ADN intervenant par exemple
au cours de la mort cellulaire programmée. Ce test consiste a séparer les noyaux des
cellules isolées dans un champ électrophorétique, en milieu fortement alcalin. Les noyaux
dont I’ADN a subi des cassures prennent alors une forme de cométe tandis que les noyaux
dont ’ADN n’est pas endommagé apparaissent sous forme d’un disque régulier. Une
évaluation semi-quantitative (classement en quatre catégories) ou quantitative (évaluation
du taille moment) des taux de dommages peut ensuite étre réalisée (figure.03) (Ostling et
Johanson, 1984).

Figure. 03: Photographie du noyau dans le test de comete :

(A) noyau intact, (B) l1égére cométe, (C) comeéte, (D) noyau atypique (Ostling et
Johanson, 1984).

I1.6.4. Test d’aberration chromosomique

Il s’agit de déterminer les anomalies du caryotype sur des cellules eucaryotes, liées

a I’exposition a des composés génotoxiques entrainant des cassures d’ADN. Ce type de test
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pouvoir étre employé pour mesurer le potentiel génotoxique d’un composé in vitro ou in
vivo (Cimino, 2006), mais aussi pour la surveillance du personnel exposé en médecine du
travail (Vodicka et al, 2002 ; Mateuca et al, 2006).

Le caryotype est réalisé selon les techniques cytogénétiques habituelles en
bloquant les cellules en métaphase a 1’aide de colchicine; I’analyse d’un grand nombre de
métaphases (au moins 200 par conditions) est souvent réalisée. Plusieurs types d’anomalies
chromosomiques peuvent étre détectées, notamment les anomalies du nombre de
chromosomes (aneuploidie qui peut correspondre a une augmentation du nombre de
chromosomes appelée hyperploidie ou au contraire & une diminution du nombre de
chromosomes appelée hypoploidie) les anomalies de structure des chromosomes (délétion,
translocation, inversion). Les résultats sont rendus habituellement en % de métaphases

présentant des aberrations (Fardel et al, 2009).

I1.6.5. Echanges de chromatides sceurs

Le taux d'échange de chromatides sceurs (SCE) constitue un test a cours terme
destiné a déceler les échanges réciproques d'ADN entre deux chromatides sceurs d'un
chromosome se dédoublant. Le processus d'échange implique probablement une cassure et
une réunion de I'ADN, Cet essai fait appel a un systeme qui permet de différencier les deux
chromatides sceurs et ainsi de visualiser les échanges (Houk, 1992). Cependant, I'analyse
des métaphases est longue et les conséquences des SCE sont mal connues (Vander Gaag et
al, 1990).

11.6.6. Les Adduits

Les adduits aux protéines et a I’ADN sont de nouveaux marqueurs biologiques qui
réalisent une véritable dosimétrie moléculaire. Il s’agit d’une technique récente et en plein

développement dont la signification biologique n’est pas encore trés claire.

La plupart des substances génotoxique ont la propriété de se lier sur certains sites
moléculaires a I’intérieur de la cellule pour former des adduit. La « technique des adduits »
permet de détecter ces liaisons aux macromoléculaires comme 1I’ADN (adduit a ’ADN) ou
les protéines (adduit aux protéines, a I’hémoglobine), lors de 1’exposition de 1’organisme a

des doses biologiquement actives d’agents génotoxique (Lohman, 1988).
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11.6.7. Test d’Allium cepa

e L’oignon:

L'oignon (Allium cepa L) est une monocotylédone appartenant a la famille des
Liliacées qui renferme 500 espéces et plus (Tableau3). Elle est la plus cultivée (Jones et
Mann, 1963). Toute population d’Allium cepa possede (2X = 16) chromosomes (Van Der
Meer et al, 1993).

Tableau. 03: Classification systématique de 1’oignon (Allium cepa) (Van Der Meer et al,

1993).
Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Spermatophyta
Classe Liliopodia
Ordre Liliales
Famille Liliaceae
Genre Allium L.
Espece Allium cepa L.

Le test d'Allium cepa a été utilisé par de nombreux chercheurs principalement
comme un bio-indicateur de la pollution de I'environnement (Bagatini et al 2009, Leme,
2009), testant des extraits bruts de cyanobactéries (Laughinghouse, 2007), ainsi que pour
évaluer la potentiel génotoxique des plantes médicinales (Camparoto et al 2002; Knoll et
al 2006; Lubini et al 2008; Fachinetto et al 2007; Fachinetto et Tedesco, 2009), car ce test
utilise un modéle qui est suffisamment sensible pour détecter des substances qui

provoquent des altérations innombrables chromosomiques.

Le test d'Allium cepa est important car il est un excellent modele in vivo, ou les
racines poussent en contact direct avec la substance d'intérét permettant d'éventuels
dommages a I'ADN des eucaryotes a prédire. Par conséquent, les données peuvent étre
extrapolées pour I'ensemble de la biodiversité animale et végétale. L'analyse des altérations

chromosomiques peut étre eégale a I'essai de mutagénicité principalement pour la détection
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de modifications structurelles; cependant, il est possible d'observer des altérations

chromosomiques numériques.

Le test Allium cepa est l'une des rares méthodes directes pour mesurer les
dommages dans les systemes qui sont exposés a des mutagenes ou cancérogénes potentiels,
et permet I'évaluation des effets de ces dommages par I'observation des altérations
chromosomiques. Pour cette entreprise, il est nécessaire que I'échantillon reste dans la
division mitotique constante, cherchant a identifier les effets toxiques et les modifications
sur un cycle cellulaire; et le test d’Allium cepa a été largement utilise a cet effet. 1l est
avantageux d'utiliser le systéeme de test Allium cepa depuis sa composante principale est
une plante vasculaire, ce qui en fait un excellent modéle génétique pour évaluer les
polluants environnementaux, la détection de mutagenes dans des environnements différents
et d'évaluer de nombreux critéeres génétiques (mutations ponctuelles altérations
chromosomiques). Allium cepa est distinctive en ce qui concerne son efficacité dans la
détection des dommages génétiques et a €té introduit par Levan, en 1938, pour aider

observer des perturbations dans le fusible mitotique due a I'action de la colchicine.
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I. Matériel et méthodes

l. 1. Matériel

1.1.1. Matériel biologique

e Allium cepa et conditions de croissance:

Des bulbes de ’oignon Allium cepa (2n = 16) sont obtenus du marché local a
Guelma. Le diametre des bulbes varie entre [5-8cm], la couche externe des bulbes est
¢liminée ainsi que les anciennes racines avant de commencer 1’expérience. Durant
toutes les expériences réalisées, les bulbes sont incubés a 1’obscurité a une

température ambiante (20-22 °C).
1.1.2. Produits chimiques

Le pesticide utilisé est le fongicide Tilt 250 EC, il appartient a la famille des
Conazoles, qui sont des Triazoles, sa formule empirique est : C15H17CI2N302 et son
nom commercial chimique est: [[(Dichloro-2,4 phényl)-2 propyl-4 dioxolanne-1,3 yl-
2] méthyl]-1 IH-triazole-1, 2,4) ; Sa formulation CE, Concentré émulsionnable, sa

teneur en matiere active est de 250¢/l de Propiconazole (figure.4).

Le fongicide est aimablement fourni par I'ITGC de Guelma Les autres
produits chimiques utilisés sont obtenus de sigma (USA), BDH (Poole, UK) et Glaxo
(Bombay, India).

PROPICONAZOLE

<3"'7
. e

Fongi:ide

Figure. 04: Structure chimique du Propiconazole (Carter et al, 2007).
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1.2. Méthodes

I. 2. 1. Préparation du pesticide testé

Différentes concentrations du pesticide Tilt sont préparées dans de I’cau de
robinet (125, 250, 500, 625, 750mg/1) a partir d’une solution stock de (250g/1). L’H,0

de robinet est utilisée comme contréle négatif.
l. 2. 2. Détermination de la CEsg

Pour ce test de toxicité, 36 bulbes sont utilisés pour toutes les concentrations, y
compris le contrdle négatif, 6 bulbes sont utilisées pour chaque concentration (figure
4). lls sont placés dans des pots remplis par chaques dilutions 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 de robinet puis dans le pesticide avec
changement des solutions chaque 24h. Apres 4 jours de traitement, la longueur des
racines est mesurée. La moyenne de la longueur des racines traitées et contrdles sont
représentées en fonction du pourcentage d’inhibition de 1’élongation racinaire et les
différentes concentrations du Tilt. La concentration produisant 507 d’inhibition de la
croissance des racines relativement au contréle est calculée et exprimée comme étant
CEsy.

Figure. 05: lots du traitement par différentes concentrations de Tilt.
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1.2.3. Index mitotique et le test d’aberration chromosomiques

Les concentrations utilisées dans ce test sont basé sur la valeur de la CEsg

déterminée dans le test de toxicité.

Pour chaque oignon, 6 racines sont récupérées et fixées dans le mélange
(éthanol/acide acétique, (3/1)) pendant 24 h, puis transférées a des tubes contenant
I’éthanol 707 et conservées a 4°C jusqu'a I’utilisation (Fiskesjd, 1994 ; Knoll et al,
2006 ; Fachinetto et al, 2009).

Pour la préparation des lames, les racines sont hydrolysées dans I’HCI IN a
60°C pendant 8 min.

Les racines sont colorées avec le réactif de feulgene puis sont bien écrasees et
placées sur des lames avec une goutte d’acide acétique a 457, puis couvert avec des

lamelles (Guerra et Lopes, 2002).

1.2.4. Observation microscopique et analyse

Les lames sont observées au microscope optique. Pour I’index mitotique, 1000
cellules classées en interphase ou cellules en division (prophase (p), métaphase (M),
anaphase (A), ou télophase (T)) sont calculées. L’index mitotique est exprimé comme
étant le nombre des cellules en division par toutes les cellules (Ozmen et Summer,
2004 ; Sehgal et al, 2006) selon la formule:

P+M+A+T
nombre totale des cellules

MI=

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

Un total de 100 cellules a ét¢é examiné pour 1’étude des aberrations
chromosomiques par chaque dose de pesticide. Les catégories suivantes d'aberrations
ont éteé étudiées: fragments chromosomiques, c-mitose, pont, perte de chromosome, et

autres aberrations (Ozmen et Summer, 2004).
1.2.5. L’analyse statistique

Le pourcentage de I’inhibition de 1’élongation racinaire et le pourcentage des

cellules en division avec des aberrations a chaque dose de pesticide a été comparée a
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celle du controle négatif en utilisant le test de Student. Les valeurs obtenues sont

considérées significatives si P <0,05.
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I1. Résultats et discussion

Le test Allium cepa a souvent été utilisé pour la détermination de la cytotoxicité etou
les effets génotoxiques de différentes substances (Grant, 1982). Il est considéré comme une
procédure standard pour un test rapide et la détection des niveaux de toxicité et de pollution

dans 1’environnement.

Dans la présente étude, La toxicité et la génotoxicité du pesticide Tilt 250 (formulation
commerciale de Syngneta) est évaluée par le test Allium cepa en prenant en considération
trois parametres: L’inhibition de 1’élongation racinaire en déterminant la CEsp, 1’effet sur

I’index mitotique et 1’é¢tude des aberrations chromosomiques.

I1.1. Test d’inhibition de I’élongation racinaire

La toxicité du Tilt 250 est évaluée en adoptant la méthode déterminant la CEsy qui
correspond a la concentration qui provoque 50% de I’inhibition de 1’¢longation racinaire. Les
résultats de ce test sont représentés dans la figure 6. On note une relation proportionnelle entre
la concentration en pesticide et le pourcentage d’inhibition de 1’élongation racinaire avec un
coefficient de corrélation de r? = 0.964 (effet dose-réponse). La concentration efficace CEsp=
518,49 mg/l

80

70 y=0,086x + 5,157 /
60 R%=0,964 /0
50

S
[
= 4
o *
£ 30 <

20 L2

10

0 ‘ T T T T T T T 1
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Figure. 06: Effet inhibiteur des différentes concentrations du Tilt 250 sur 1’¢longation

racinaire d’Allium cepa.
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11.2. L’index mitotique (IM)

Résultats et discussion

L’effet du Tilt sur ’index mitotique du méristéme racinaire d’Allium cepa est présenté

dans le tableau 4. L'index mitotique reflete la fréquence de la division cellulaire et il est

considéré comme un parametre important dans 1’évaluation de la toxicité d’une substance en

nous renseignant sur la possibilité de I’analyse génotoxicologique, parce que un index

mitotique inferieur a 10 signifie qu’il n’y a pas suffisamment de cellules en division pour

quelles soient analysées (Rank. J, 2003).

Tableau. 04: effet du Tilt sur I’indice mitotique du méristéme racinaire d’Allium cepa.

Nombre de cellule en division / Augmentation(+)
1000 ou diminution(-)
Concentration | Inter Ml M. )
du Ml 7%
Pro | Méta | Ana | Telo | Total
(mg/ L)
Témoin 150 | 374 | 2 3 | 176 | 555 | 0.555| 100 00.00
125 375 (450 | 112 | 54 | 9 | 625 |0.625 | 112.61 +12.61
250 454 (488 | 21 | 22 | 15 | 531 | 0.531 | 95.67 -4.33( ns)
375 546 | 255 109 | 74 | 10 | 454 | 0.454 | 81.80 -1827
500 580 | 408 | 6 5 1 | 420 |0.420| 75.67 243377
625 677 | 208 | 47 | 32 | 36 | 323 |0.323| 58.19 41817

Inter: Interphase, Pro: Prophase, Met: Metaphase, Ana: Anaphase, Tel:Telophase, MI: Index
Mitotique. (ns) : non significatif (p > 0.05), (**) : tres significatif (p< 0.01), (***) : tres

hautement significatif (p<0.001).

A I’exception de la dose 125 mg/l ou I’index mitotique est augmenté significativement

(+12.61 avec p<0.01), on note une diminution significative de I’index mitotique de maniere

dose-dépondent apres I’exposition aux différentes concentrations du pesticide. L'inhibition de
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la croissance des racines est généralement li¢e a 1’activité méristématique apicale (Webster et
Macleod, 1996), et a 1’allongement cellulaire au cours de la différenciation (Fusconi et al,
2006). Selon (Acita O A et Matebesi L P; 2010), la signification de I’index mitotique ne
réside pas uniquement dans la possibilit¢ de 1’analyse toxicogénétique, mais il refléte lui-
méme la toxicité d’une substance testée. La diminution de ce parametre est considérée comme
un signe de toxicité par plusieurs auteurs (Saxena P.N et al, 2005 ; Konuk. M et al, 2007 ;
Yildiz et al, 2009 ; Acita O A et Matebesi L P, 2010). Donc, il est possible que la diminution
observée de I’IM dans notre étude soit due a la toxicité du Tilt qui peut inhiber la synthése
d'’ADN ou bloguer la phase G2 du cycle cellulaire (Tkalc. M et al, 2009).

Pour la dose 125mg/l, ’augmentation de I'IM peut signifier 1’effet bénéfique du
pesticides sur la croissance racinaire d’Allium cepa ou 1’élongation racinaire est augmentée.
Une étude réalisee par (Konuk. M et al, 2007) sur le pesticide Boron en utilisant le test
Allium cepa a montré des résultats semblables a ceux dans notre étude concernant
I’augmentation de I’'IM. Konuk. M et al, ont expliqué cette augmentation par le role
améliorant de croissance du pesticide. Par contre, (Recep. L et al, 2010), dans leur étude
portant sur la mutagenése et la génotoxicité du pesticide Metolcarb, ont considéré
I’augmentation de I’IM comme signe d’induction de la division cellulaire qui peut étre un
effet nuisible pour les cellules, en déclanchant une prolifération non contrélée et par la suite
un processus tumoral (Hoshina. MM, 2002). (Uhl. M et al, 2003) ont désigné des valeurs
limites cytotoxiques pour I’IM : une diminution en dessous de 22% du contréle négatif
provoque des effets létaux sur l'organisme d'essai tandis qu'une baisse inférieure a 50%

provoque des effets sublétaux.

La figure 7 représente les différentes phases de la division cellulaire au niveau de

méristéme racinaire d’Allium cepa apres le traitement par le pesticide Tilt.
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Figure. 07: Cellules méristématiques racinaires d’Allium cepa en division réguliére et

normale : (A) interphase, (B) prophase, (C) métaphase, (D) anaphase, (E) télophase
11.3. Test d’aberrations chromosomiques

Pour évaluer les anomalies chromosomiques par le test d’Allium 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
simple a réaliser, car elle nécessite une connaissance précise des phases de la division

cellulaire et de leurs éventuelles anomalies.

L'analyse des différents types des aberrations chromosomiques, dans toutes les phases
du cycle cellulaire, initialement proposée par (Fiskesjo, 1985) permet une évaluation plus
compléte et précise, car elle favorise une meilleure enquéte sur les actions des agents testés,
concernant leurs effets clastogénes et / ou aneugenes sur I'ADN de I'organisme d'essai et
méme leur développement possible (Leme et al, 2008 ; Fernandes et al, 2007 ; Ateek et al,
2002 ; Boll et al, 2004).

Les résultats du test des aberrations chromosomiques sont présentés dans le tableau.5.
Les aberrations chromosomiques: c-mitose, fragments, perte de chromosome, pont et autres

ont été observée dans les cellules de la pointe racinaire de tous les groupes traités par le Tilt.
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Tableau. 05: Effet génotoxique du Tilt sur le méristéme racinaire d’Allium cepa.

Concentrations | Nombre
(mg/l) de c- Perte de
. Ponts .
cellule | Fragments | mitose | chromosome Autre | AC
en A A A 2 A
division
Témoin 555 0.36 0 0.36 0 0 0.72
125 625 0.4 1.12 0.32 10g | 112 | 432
250 531 2.4 1.69 0.56 056 0.75 | 6.02
375 454 4.6 2.64 1.10 154 1.98 | 11.89
500 420 6.4 3.33 1.90 3g1 | 198 | 17.38
625 323 9.90 5.88 2.78 557 | 433 28487

AC: Aberration Chromosomique, (**) : tres significatif (p< 0.01), (¥**) : tres hautement

significatif (p<0.001).

Les types les plus courants d'effets génotoxiques d’aberrations chromosomiques

observées étaient le C-mitose et les fragments chromosomiques; puis les ponts et la perte de

chromosomes ainsi que autres aberrations moins fréquentes (Figure. 08). On note que

I’augmentation du taux des aberrations chromosomiques est proportionnelle a 1’accroissement

des doses de Tilt.
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Figure. 08: Les types d’aberrations chromosomiques dans le méristéme racinaire d’Allium
cepa exposés au pesticide Tilt : (A) anaphase avec perte de chromosome, (B) métaphase avec
perte chromosome, (C) métaphase avec fragment chromosomique, (D) anaphase avec pont
chromosomique, (E) métaphase irréguliére, (F) adhérence, (G) c-anaphase, (H) anaphase avec

chromosome pause, () c-métaphase.

Les ponts et les fragments chromosomiques, sont des indicateurs d'une action
clastogéne, tandis que les pertes de chromosomes, les retards, 1’adhérence, la multipolarité et

C-métaphases résultent d’effets aneugénes.

Les ponts de chromatine pourraient se produire au cours de la translocation et

I'échange de chromatides inégale et provoquent des mutations structurelles chromosomiques.
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Ce type d'anomalie a également été observé dans la mitose d’Allium cepa apres les traitements
avec des pesticides (Borboa. L, 1996; Plewa. MG et al 1996).

Les ponts peuvent étre chromosomique due a la rigidité et I'incapacité subséquente de
la séparation de I'anaphase libre. Ces ponts sont habituellement formés par chromatides sceurs
jointes qui restent ensemble jusqu'a la fin de l'anaphase ou le télophase. Si ces liaisons
deviennent trop fortes, les chromatides peuvent se briser (Gémdrgen, 2005; Turkoglu, 2007 ;
El-Ghamery et al, 2000; Luo et al, 2004).

La présence de c-métaphase indique des effets sur I'organisation de la chromatine, qui
peut étre liée a un déséquilibre des protéines responsables de la structure de la chromatine
nucléaire (Kuras et al, 2006). Le présent essai montre que le pesticide Tilt peut avoir des
effets genotoxiques a une certaine dose. La présence de c-métaphase dans les cellules était la
preuve de I'action des pesticides concernés sur le fuseau mitotique (Matsumoto et al, 2006).

Au vue de toutes ces données et les résultats obtenus, on, peut dire que notre étude a

montré un effet génotoxique du Tilt 250.
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Conclusion

En conclusion, le Tilt a montré un effet génotoxique remarquable au niveau
des cellules méristematiques racinaires d’Allium cepa en induisant majoritairement

des fragmentations, des c-mitose et des ponts.

La présente ¢tude a démontré¢ en plus ['utilit¢ du test d’aberrations
chromosomiques réalisé sur Allium cepa dans 1’évaluation de la génotoxicité des

mixtures chimiques.

En perspective, d’autres types de tests de génotoxicité sont recommandés en
utilisant d’autres modé¢les expérimentaux pour donner plus de détails concernant le

mécanisme précis de génotoxicite.
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