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Introduction

1

Les plantes, un élément vital de la diversité biologique, servent essentiellement au bien de

l’être humain, elles ont un rôle important dans la culture et un fort potentiel économique pour

l’alimentation, l’énergie, l’habillement et dans la construction des logements (Mpondo et al.,

2012). Un autre rôle très important, découvert depuis longtemps  par nos ancêtres, l’usage des

plantes dans la médecine traditionnelle. Plus de 3000 plantes sont qualifiées de plantes

médicinales pour leur pouvoir de guérison et leur potentiel thérapeutique, elles peuvent être

utilisées entièrement ou en partie (feuille, écorce, bourgeons ...) (Shretha, 2004). Malgré leur

grand potentiel prometteur, elles ne restent pas sans danger, c’est pour cela l’étude

thérapeutique s’avère souvent d’une importance majeure, afin de connaitre la partie, les

constituants ainsi que la dose toxique et non toxique de la plante.

Dans la phytothérapie, les extraits de plantes médicinales sont employés car ils contiennent

des mélanges de métabolites secondaires (Fransworth et al., 1986), il existe plusieurs types

des extraits, selon le solvant employé et la partie du végétal (feuilles, écorce, ...), influençant

le type de métabolites extraits. Les métabolites secondaires des plantes ont été trouvés

impliqués dans plusieurs activités biologiques, notamment antioxydante (Skerget et al.,

2005 ;Ben Ammar et al., 2008 ; Atmani et al., 2009; El Ouariachi et al., 2014) et anti-

inflammatoire (Yi et al., 2007; Yuet et al., 2012).

Cette présente recherche s’est intéressée à une plante médicinale locale appelée Fraxinus

angustifolia avec un nom commun frêne à feuilles étroites, dotée d’un pouvoir thérapeutique

intéressant, elle fait partie de la famille des Oléacées (Calis et al., 1993), endémique du bassin

méditerranéen, incluant le nord algérien (Do, 1972 ; Gaedcke, 1993).

Les extraits des plantes contiennent différents métabolites secondaires notamment les

flavonoïdes, les coumarines, les tanins... qui lui confèrent plusieurs vertus thérapeutiques et

activités biologiques tels que : anti-inflammatoires : (Tsai, 2004), antivirales (Bylka et al.,

2004 ; Tapas et al., 2008), et antiallergiques (Marfak, 2003).

Le but de cette étude est de mettre en évidence les effets génotoxiques et antigénotoxiques des

extraits bruts de feuilles et de l’écorce de Fraxinus angustifolia, comparativement à un

mutagène chimique l’azide de sodium, par un test de génotoxicité qui permet d’évaluer

l’impact de différentes substances chimiques sur la division cellulaire et le génome d’une

espèce eucaryote, Allium cepa.
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I .1.Les plantes médicinales et la phytothérapie :

L’impact de l’environnement sur l’être humain est trop large et il l’exploite afin de parvenir à

ces besoins. Cet environnement et la grande pharmacie très prometteuse de nos ancêtres, car il

renferme une grande variété de plantes qui guérissent leurs maladies, donc l’usage de ces

plantes en médecine est trop ancien et il revient à 3000 ans av J.C, où le premier texte connu

sur la médecine par les plantes a existé. La découverte de cette médecine a eu lieu lors de

l’observation des animaux qui consomment des herbes non incluses dans leur régime

alimentaire. En 1993, un anthropologue américain a observé des chimpanzés qui consomment

des feuilles d’Aspilia mossambicenssis qui révèlent des propriétés antibactériennes,

antifongiques et antiparasitaires. Une plante médicinale est donc par définition une plante

utilisée dont le but de prévenir, soigner ou soulager divers maux. C’est une drogue végétale

qui possède en moins une partie à propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al., 1986).

Environ 35 000 espèces de plantes sont employées par le monde à des fins médicinales, ce qui

constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les êtres humains, ceci après avoir

fait preuve d’un pouvoir de  guérison et d’un rôle prometteur dans la prévention de diverses

maladies, comme le désordre de sommeil soigné par la Valériane (Valariana officinalis) et le

désordre d’inquiétude soigné par Kava Kava (Piper methysticum) (Donath et al., 2000).

Les plantes médicinales ont fait l’objet de plusieurs études sur différentes pathologies comme

l’hypertrophie, le cancer, le SIDA… et leur utilisation a été reprise en considération dans les

années récentes (Kruch, 1982). La reconnaissance de leurs valeurs chimiques,

pharmaceutiques et économiques continues de croitre, mais cela varie selon les pays.

L’industrie pharmaceutique continue à utiliser ces plantes, de plus en plus, car il est

impossible d’imaginer le monde sans la quinine employée contre la malaria ou sans la

digoxine qui soigne le cœur ou encore l’éphédrine que l’on trouve dans de nombreuses

prescriptions contre le rhume (Brunetont, 1999). Cette médecine est appelée phytothérapie

qui signifie « soigner par les plantes » (Gahbiche, 2009). Elle est reconnue comme une

médecine douce, alternative et naturelle, subdivisée en cinq types : l’aromathérapie qui utilise

les essences et les huiles des plantes, la gemmothérapie qui s’intéresse aux extraits

alcooliques des tissus jeunes des végétaux, l’herboristerie qui est la plus ancienne et la plus

classique, l’homéopathie qui fait recours aux plantes d’une façon prépondérante et enfin la

phytothérapie pharmaceutique qui utilise les produits végétaux obtenus par extraction

(Bruneton, 1999).
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Tableau I: Quelques plantes médicinales et leurs usages traditionnels.

Le nord de l’Afrique est riche en plantes médicinales mais leurs exploitations restent

restreintes et les recherches scientifiques ne sont pas trop avancées, Fraxinus angustifolia est

parmi ces plantes médicinales.

I.2. Fraxinus angustifolia :

Fraxinus venue du mot grec fraxis qui signifie la clôture, reconnue par le nom frêne

oxyphyle, en anglais narrow leaved Ash (Wallander, 2008), dardar en arabe et asléne est le

nom berbère. Il fait partie de la famille des Oléacées (Calis et al., 1993).

La plante Le nom scientifique L’effet thérapeutique

Menthe poivrée
Mentha x piperitan

Anesthésiant (Santoro et al.,

2011 ;  Scopel et al., 2014)

Clou de girofle Syzygium aromaticum

Absinthe Artemisia absinthium L. Antiseptique (Bailen et al.,

2013 ; Dvaranauskaitė et al.,

2009 ;  Pirbalouti et al., 2013)

Ail Allium sativum

Cassis Ribes nigrum

Lavande lavendula officinalis

Thym commun Thymus vulgaris

Cassis Ribes nigrum
Anti-inflammatoire et anti-

rhumatologique (Woodhead et

al., 1998;  Garcia et al., 2011).

Frêne Fraxinus excelsior

Prêle des champs Equisetum arvense

Curcuma Curcuma longa

Anti-cancer ( Ferreira et al.,

2013 ; John et al., 2014) .Ginkgo Ginkgo biliba

If Taxus baccata

Le Gogi Lycium barbarum
Antioxydant (Edwards et al.,

2003 ;Wang et al., 2014).
L’Argousier Hippophae rhumanoides.L

La galére (Physalie) Physalia physalis

Réglisse Glycyrriza glabra

Diurétique (Fenwick et al.,

1990 ;  Steven et al., 1997).
Galga Galga officinalis

Genivére Juniperus communis.L
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C’est une espèce autochtone, héliophile et hermaphrodite, cette arbre à besoin de l’humidité,

il préfère les sols riches en bases avec un pH basique à neutre (Do, 1972). Le genre Fraxinus

angustifolia a plusieurs synonymes: Fraxinus oxycarpa, Fraxinus pallisias, Fraxinus

potamophila, Fraxinus sodgiana bung, Fraxinus syriaca boiss mais Fraxinus angustifolia est

l’appellation la plus courantes.

I. 2.1 Caractères botanique de Fraxinus angustifolia :

Cet arbre peut atteindre une hauteur maximale de 25 m (Figure1). (Wallander, 2008), son

écorce est de couleur grise, les bourgeons sont de couleur marron, les feuilles peuvent être

regroupées sous forme d’une seule feuille et elles prennent une longueur entre 15 à 25 cm, ses

fruits sont des samares (Yildiz et al., 2009). Elle se répartie dans les régions du sud et du

centre de l’Europe, l’ouest de la Russie (Wallander, 2008) ainsi que dans l’ouest de l’Asie et

le Nord africain, notamment l’Algérie et le Maroc (Grand, 2006; Yildiz et al., 2009). Cette

espèce se trouve aux bords des rivières, des bois et des habitations, sa longévité est de 150 à

200 ans (Do, 1972).

Figure 01 : Photographie de l’arbre Fraxinus angustifolia.
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I.2.2. Applications de Fraxinus angustifolia dans la médecine traditionnelle :

Cette espèce est utilisée en médecine traditionnelle dans différents pays du monde et ceci pour

son effet diurétique et purgatif, ainsi que pour le traitement de la constipation, hydropisie,

l’arthrite et les douleurs rhumatismales. L’écorce et les feuilles sont impliquées dons la

médecine traditionnelle bulgare et polonaise contre plusieurs maladies, y compris la

cicatrisation, les diarrhées et la dysenterie (Hosny et al., 1991 ; Kostova et Iossifova, 2007).

La commission allemande a listé les gélules préparées par les feuilles de Fraxinus angustifolia

dans la liste des herbes non approuvées, par contre ces gélules sont décrites dans différentes

pharmacopées (française VIII, Helvetica, Ausgab...) (Gaedcke, 1993; Pautasso et al., 2013),

Fraxinus angustifolia est aussi utilisée dans le cas des problèmes du foie, la goutte, les

douleurs du rein, l’œdème et les douleurs cervicales, ces feuilles sont aussi utilisées dans le

traitement des blessures et les ulcères (Blumenthal et al., 1998; Alameda et Villar, 2012).

I.2.3. Pharmacodynamique de Fraxinus :

La pharmacodynamique désigne l’étude des interactions de l’extrait de la plante dans

l’organisme, son action moléculaire et ses effets positifs ainsi que leurs effets indésirables

dont le but de trouver le remède parfait (Ghedira, 2005). Les espèces de Fraxinus ont fait

l’objet de plusieurs investigations pour étudier leurs activités biologiques.

I.2.3.1. Activité antimicrobienne :

L’extrait des feuilles de genre Fraxinus a supprimé l’augmentation des moisissures

Limetticola gloeosporum et Tennis Alternaria, de même les extraits aqueux des feuilles ont

montré l’inhibition de la croissance de Candida albicans (Kostova et Iossifova, 2007). Les

extraits éthanoliques de Fraxinus ont révélé une activité antibactérienne contre

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Leptospira ponoma (Tshebiso et al., 2014).

I.2.3.2. L’activité inhibitrice d’AMPc phosphodiesterase et lipoxygénase :

Le scopoletin et la fraxine, isolés des écorces du genre Fraxinus ont une forte capacité

inhibitrice de l’AMPc phosphodiesterase, l’esculetine, la fraxetine et le penorésinol lignanes

sont également actifs (Kostova et Iossifova, 2007).
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L’esculetine et le diacétate ont un rôle principal dans la méthylation et la glycosylation de

l’ADN, ceci conduit à une perte d’activité (inhibition de la réplication de l’ADN), donc ces

constituants ont un effet cytotoxique (Galabov et al., 1996).

I.2.4. Les molécules bioactives de Fraxinus angustifolia :

Dans le règne végétal, on trouve des métabolites primaires qui regroupent les acides aminés,

les lipides, les sucres, les acides nucléiques...etc. ils jouent un rôle important dans la nutrition,

ils assurent la croissance, le développement des organismes et les métabolites secondaires qui

jouent un rôle écologique important, notamment en contribuant aux phénomènes de

communication et de défense (Tonon et al., 2001 ;Harkati, 2011).

Plus de 100000 métabolites secondaires ont été identifiés et classés en trois groupes : les

phénols, les azotés et les terpènes. Fraxinus contient beaucoup plus de phénols qui jouent un

rôle très important dans l’activité génotoxique et cytotoxique, notamment les coumarines

(esculine, esculetine, fraxine, fraxitine, scopoletin, isoscopoletin (Iossifova et Evstatieva,

1997), les secoiridoids notamment le ligstroside et oleuropein, les lignanes, les flavonoïdes,

les phenylpropanoides et des phénols simples (Calis et al., 1993; Hosney et al., 1998).

I.2.4.1. Les coumarines :

Isolés pour la première fois en 1820, leur nom vient du «cumaru» langue amazonienne, ce

sont des composés phénoliques solubles dans l’eau et ayant un poids moléculaire compris

entre 500 et 3000 (Sereme et al., 1995).

Ce sont des composés naturelles organiques et aromatiques connues dans la nomenclature

internationale comme 2-H-1- benzopyrane-one, il s’agit de composés à neuf atomes de

carbones possédant le noyau benzo (2H)-1 pyranone 2, ce dernier dériverait de la cyclisation

de l’acide cis-cinnamique oxygéné en C2 (Harkati, 2011). La majorité des coumarines sont

substitués en C7 par un hydroxyle. Les auteurs ont classé les coumarines selon la nature des

substituants ainsi que leurs structures en cinq catégories : Coumarines simples,

Furanocoumarines, Pyranocoumarines, Dicoumarines, Tricoumarines. Chez Fraxinus on

trouve sept composés de coumarines (Figure 02) (Iossifova et al., 1997).
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Figure 02 : Formules chimique de quelques coumarines (Kostova et Iossifova, 2007).

I.2.4.2. Les flavonoïdes :

Les flavonoïdes partagent la même structure chimique de base (Figure 03), ils possèdent un

squelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques A et B

reliés entre eux par une chaine en C₃ pour former l’hétérocycle (C) (Bruneton, 1999).

Figure 03 : Structure chimique des flavonoïdes (Bruneton, 1999; Ghedira, 2005 ;

Kostova et Iossifova, 2007)

Les flavonoïdes ont été subdivisé en plusieurs classes, selon le degré d’oxydation du noyau

puranique central, on distingue : Les flavones, les flavonols, les flavanones, les

dihydroflavonols, les isoflavones, les flavanes, les flavanols et les anthocyanines. De plus, le

noyau puranique central peut être ouvert pour donner les chalcones et recyclisé en un noyau

furanique (aromes) (Brunton, 1999; Marfak, 2003 ; Skerget et al., 2005 ; Hollman et al.,

2007).

Les coumarines R1 R2 R3 R4

Esculetin H OH OH H

Esculine H OGlu OH H

Fraxetin H OMe OH OH

Fraxin H OMe OH OGlu

Scopoletin H OMe OH H

Isoscopoletin H OH OMe H

Cichorrin H OH OGlu H

Les flavonoides R1 R2 R3

Quercetin OH H H

Rutin O-Glu₆-Rha OH OH

Kaempferol OH OH H
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Selon Hadi 2004 les flavonoïdes sont largement rencontrés dans le règne végétal, cependant

ils sont rares chez les végétaux inférieurs. Les flavones et les flavonones sont les plus

répandus et ils caractérisent le genre Fraxinus où la quercetine, le Kaempférol et leurs

glycosides sont souvent présents (Figure 03) (Ghedira, 2005 ; Kostova et Iossifova, 2007).

Ces flavonoïdes possèdent plusieurs propriétés biologiques comme anti-radicalaires par leurs

pouvoir à piéger les radicaux libres et former des radicaux flavoxyles moins réactifs

(Amic et al., 2003), chélateurs des ions métalliques, qui sont liés à l’origine d’une

peroxydation lipidique et le stress oxydatif (Bouhlel et al., 2008 ; Tiquwari, 2001 ),

antibactériens (Cowan, 1999), anticancéreux (Pincemail et al., 1999; Brusselmans et al.,

2005), anti-inflammatoires (Nijveld et al., 2001 ; Tsai, 2004), antiviraux (Bylka et al.,

2004 ; Tapas et al., 2008), et antiallergiques (Marfak, 2003).

I.2.4.3. Les tanins :

Les tanins sont des composés phénoliques solubles dans l’eau, ayant des poids moléculaires

compris entre 500 et 3000, utilisés dans la préparation du cuir (Bruneton, 1997). A coté des

réactions classiques des phénols (coloration vert-bleu au test de chlorure ferrique), ils ont une

propriété de précipiter les alcaloïdes, la gélatine et d’autres protéines (Haslam, 1996 ;

Cowan, 1999). Les tanins se trouvent pratiquement dans toutes les parties des végétaux :

écorce, bois, feuilles, fruits et racines (Scalbert, 1991) et ils jouent le rôle de protection des

plantes contre les parasites et les prédateurs (Haoyu et al., 2014).

Sur la base de leur structure chimique, les tanins sont classiquement divisés en deux groupes:

 Les tanins hydrolysables : Ce sont des oligo- ou des polyesters d’un sucre et

d’un nombre variable d’acide phénol. Le sucre est généralement le D-glucose et l’acide

phénol soit l’acide gallique (gallotanins) ou bien l’acide éllagique (éllagitanins) (Figure 04a)

(Cowan, 1999).

 Les tanins condensés : ils n’ont pas du sucre dans leurs molécules et leurs

structures est voisine de celle des flavonoïdes car ils possèdent un squelette en C6-C3-C6

comprenant deux cycles aromatiques, les cycles A et B (C6) et un hétérocycle oxygéné, le

cycle C (Figure 04b), ils ont été identifiés dans tous les groupes des végétaux supérieurs

(Bruneton, 1999).
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Figure 04 : Structure chimique (a) des tanins hydrolysables, (b) des tanins condensés (Cowan,

1999 ; Bruneton 1999).

I.2.4.4. Les lignanes et les lignines :

Les lignanes répondent à une présentation structurale de type (C₆C₃)₂. Les plantes les

élaborent par dimérisation oxydante de deux unités d’alcool coniférique, lorsqu’il ya une

liaison directe C-C entre les unités C₆C₃ mais liés par un atome d’oxygène d’éther,  le

composé est appelé oxynéolignane tels que les sésquinéolignanes (3unités de C₆C₃) et les

dinéolignanes (quatre unités de C₆C₃).

Les lignines constituent une classe importante de produits dans le règne végétal et seraient

formés par polymérisation oxydative de monoligols, qui sont les alcools P-coumarique,

coniférique sinapique (Sakagami et al., 2005). Les lignanes présentent chez Fraxinus

angustifolia sont représentés dans la figure 05.

Lignanes R1 R2 R3 R4 R5

(+)-pinoresinol-4’-O-β-D-glucopyranoside H Glu H H H

(+)-1-hydroxypinoresinol-4’-O-β-D-

glucopyranoside

OH Glu H H H

Figure 05: Structure chimique des lignanes de Fraxinus angustifolia (Hosny, 1998)

(a) (b)
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I.2.4.5. Les Secoiridoids :

Ce sont une classe de métabolites secondaires trouvés dans une grande variété de plantes, les

monoterpènes. Les plus repandus chez Fraxinus angustifolia sont :  ligstroside et oleuropein

(Hosny et al., 1991 ;Çalis et al., 1996); fraxicarboside A [6 ''- hydroxyoleuropein O-trans-p-

coumaroyl-10], fraxicarboside B [6 ''- O-trans-caffeoyl-10-hydroxyoleuropein], fraxicarboside

C [cétyle de 3” O 6 ''- O-trans-caffeoyl-10 - hydroxyoleuropein], 10-hydroxyoleuropein, 10-

hydroxyligstroside (Hosny, 1998); ligstral, angustifoliosides [6 ''O-(ß-D-glucopyranosyl)-

oleuropein] et B [6 ''- O-(ß-D-glucopyranosyl) - ligstroside] (Hosny et al., 1991; Çalis et al.,

1996); nuezhenide, angustifolioside C [6 f-O-(ƒÀ-D-glucopyranosyl)-neooleuropein] (Calis

et al., 1996); ligstrobutyl, oleobutyl, penta-Omethyl - ligstroside, tetra O methyl-oleoside

(Figure 06) (Calis et al., 1996).

Figure 06 : Structure chimique de quelques secoiridoids (Calis et al., 1996).

I.2.4.6. Phenylpropanoids :

Le seul trouvé chez Fraxinus angustifolia est Verbascoside (acteoside) (Figure 07) (Hosny,

1998)

Figure 07 : Structure chimique de Verbascoside (Hosny, 1998) .

Secoiridoids R1 R2

Fraxicarboside A H H

Fraxicarboside B H OH

Fraxicarboside C Ac OH
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Dans le but de décélérer une ou plusieurs activités biologiques, les extraits de plantes,

préparés à l’aide de différents solvants, sont soumis à une série de tests biologiques et

pharmacologiques qui, à plusieurs reprise, se sont révélés positifs ; concluant que ces plantes

sont pourvues d’activités biologiques prometteuses pour des usages thérapeutiques (Tableau

II).
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Tableau II : Quelques plantes médicinales et leurs effets génotoxiques et/antigénotoxiques.

Plantes

médicinales

Méthodes Mutagène Résultats Composés actifs Références

Achyrocle

satureoids

-Phage
Microscreen
-test de Ames
-SOS spot
chromotest

-Azide de
sodium
Nitroquinoline
-1-oxide
-Hydrogen
peroxide

Mutagénique et
génotoxique

-Guercetin
-3-
methoxyquercetin
-Flavonols,
-Lluteolin flavone
–caffeic acid

Vargas et
al., 1990

Erythrina

velutina

Test Allium
cepa

MMS Génotoxique et
antigénotoxique

-Flavonoids
-Saponins
-Tannins

Deborah et
al., 2013

Distephas

angulifols

Test de Allium
cepa

maleic
hydrazide

Cytotoxicité et
génotoxicité

-Sesquiterpene
lactones
- Vernangulide A,
-Vernangulide B,
-Vernodalol,
- Vernodalin-
dihydroxyvernoda
lin

Chukwujek
wu et Van
Staden,
2014

Centilla

asiatica L

Test
d’aberrations
chromosomiqu
es

Cyproterone
acetate (CPA)

Non
génotoxique

-extrait de feuilles Siddique et
al., 2007

Nitraria
retusa

Test de Ames MMS Mutagénique,
antimutagénique
et antioxidant

Tannins
-Flavonoid
-Polyphenols
-Sterols

Boubaker et
al., 2010

Thymus

broussonetii

GC and GC-
MS

1,1-diphenyl-
2-
picrylhydrazyl
(DPPH)

antioxidant
-Carvacrol

El
Ouariachi1,
et al., 2014

Solanum

sessiliflorum

Dunal

-Test de comet
-Test
micronoyaux

Doxorubicin Cytotoxicité,
génotoxicité et
antigénotoxicité

Caroténoïde et les
composés
phénoliques

Hernandes
et al., 2014
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Dans le but d’étudier l’effet génotoxique et antigénotoxique des extraits de feuilles et de

l’écorce de Fraxinus angustifolia, la reconnaissance des différentes stades de division

cellulaire est indispensable, pour ceci il est nécessaire de faire un rappel sur le cycle cellulaire.

I.3. Rappel du cycle cellulaire :

Une cellule est capable de se reproduire à l’identique par division cellulaire. Cette phase

particulière de sa vie est précédée d’une duplication des éléments importants de la cellule,

tels que le matériel génétique, ce qui donne deux cellules filles identiques entre elles et

identiques à la cellule initiale. Le passage d’un état unicellulaire à un ensemble de cellules

issues de la division de cette cellule est donc rendu possible par répétition d’un processus

cyclique : le cycle cellulaire (Bassaglia, 2001).

Le cycle cellulaire est essentiellement constitué de quatre phases successives: G1 ; S ; G2 ; M.

(Meijer, 2000).

 La phase G1 : est une phase de repos apparent, typiquement c’est la phase la plus

longue et la plus variable du cycle cellulaire (Thomas et al., 2004). Elle correspond à

la phase de croissance optimale ou les organites sont reparties dans le cytoplasme, et

exploités au mieux de leurs capacités (Bassaglia, 2001).

 La phase S : dite de synthèse, correspond à la période de duplication d’ADN,

permettant de passer de 2n à 4n chromosomes (Thomas et al., 2004).

 La phase G2 : est une étape de transition, qui permet à la cellule de se préparer à la

division mitotique (Thomas et al., 2004).

 La phase M : la mitose donne naissance à deux cellules filles possédant chacune

l’intégrité de l’information génétique de la cellule initiale, c’est la période de cycle

cellulaire pendant laquelle les chromosomes sont bien visibles (Bassaglia, 2001).

La mitose est un phénomène continu, mais traditionnellement divisé en cinq étapes

remarquablement constantes dans le monde des eucaryotes (Thomas et al., 2004). La

prophase est caractérisée par la condensation progressive des chromosomes à partir de

la chromatine, et la mise en place du fuseau mitotique. La prométaphase est marquée

par la disparition de l’enveloppe nucléaire. La métaphase représente une étape

intermédiaire pendant laquelle les chromosomes sont alignés en plaque équatoriale.

L’anaphase (ascension polaire) permet la séparation des chromatides de chaque

chromosome et leur migration vers le pôle du fuseau: c’est la phase de répartition de

l’information génétique.
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Enfin, la télophase permet la décondensation des chromosomes, la reconstitution de

l’enveloppe nucléaire, et la disparition du fuseau. En parallèle, à partir d’anaphase et

pendant la télophase, la cytodiérése permet la division du cytoplasme (Pines et

Rieder, 2001).

La régulation des différentes phases du cycle cellulaire par les facteurs intra et extracellulaires

est souvent perturbé par l’intervention des différentes agents mutagènes.

I.4. Agents mutagènes et mécanisme d’action

L’ADN est le support universel d’hérédité contenant des êtres vivants. Il assure le

fonctionnement cellulaire des organismes et permet à la cellule de rester réactive aux

messages de son environnement (Elespuru et al., 2007). Les perturbations de la molécule

d’ADN provoquent des mutations qui peuvent être induites par divers agents chimiques et

physiques (Naoko et Sadao, 1995).

I.4.1. Agents physiques :

I.4.1.1. Rayonnement non ionisantes (les ultraviolets) :

Les radiations ultraviolettes (UV) sont classées en trois groupes, en fonction de la longueur

d’onde: les UVC (190 à 280 nm), les UVB (280 à 320 nm) et les UVA (320 à 400 nm). Les

UV les plus efficaces sont celles de longueur d’onde comprise entre 200 et 300 nm, et qui

correspondent au maximum d’absorption des acides nucléiques (Pfeifer, 1997). La lumière

UV est fréquemment utilisée au laboratoire pour induire des mutations, particulièrement la

dimérisation des bases pyrimidiques (T, C) à l’origine de lésions mutagènes voir même très

létales. Les conséquences les plus graves de l’exposition aux UV sont les transitions GC en

AT, des mutations décalantes et des délétions et la formation des dommages oxydatifs de

l’ADN (Ding et al., 2008 ; Ravanat et al., 2001).

I.4.1.2. Radiation ionisantes

Un rayonnement ionisant (rayons x et rayons γ) est une particule ou une onde

électromagnétique dont l’énergie est suffisante pour arracher un électron à un atome ou à une

molécule, et donnent naissance à des ions et des radicaux libres (Naoko et Sadao, 1995 ;

Klanner et al., 2013), Entraînant des dommages, directs ou indirects à l’ADN, provoquant

des cassures double brin ; des lésions létales car elles touchent les fonctions vitales de la

cellule (Figue 08) (Frankenberg-Schwager, 1990).
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Figure 08: Représentation schématique des lésions de l’ADN induites par les effets directs et indirects
des rayonnements ionisants (Prouillac, 2006).

I.4.2. Agents chimiques :

I.4.2.1. Les analogues de bases

Il s’agit des molécules qui ressemblent par leurs structures aux bases azotées ordinaires, mais

qui affichent des propriétés légèrement différentes en ce qui concerne l’appariement des

bases. Ces produits exigent des conditions d’utilisation précises et ne sont bien efficaces que

sur des cellules en multiplication (Stanislav et al., 2007). L’exemple le plus courant est celui

de 5- bromouracile analogue de la Thymine, il provoque des transitions de AT en GC.

(Ebrahimi et al., 2013).

I.4.2.2. Les agents alkylants

Ce sont des réactifs capables d’entraîner des méthylations, ethylations ou alkylations

supérieures au niveau des bases azotées mais aussi à celui des groupements phosphates. Ce

sont des composés fortement électrophiles qui vont réagir avec des molécules possédant des

radicaux nucléophiles, ils sont actifs sur l’ADN au repos. L’alkylation s’effectue en N ou O

avec une efficacité variable selon la base et la position (Masanori et kazuyuki, 1992). Les

agents alkylants se fixent principalement au niveau des bases puriques, plus particulièrement

au niveau des guanines, la fixation de ces molécules à l’ADN empêche la réplication et la

transcription de plus, ces lésions induisent souvent des cassures simple ou double-brins de

l’ADN, ce qui conduit à l’apoptose de la cellule ou à la mise en exécution des systèmes de

réparation pour le maintien de la prolifération des cellules tumorales (Barbara et al., 1996).
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I.4.2.3. Les agents intercalants :

Les agents intercalant sont des molécules caractéristiques, constituées de plusieurs noyaux

aromatiques accolés. Cette morphologie plane leurs permet de s’insérer au cœur  de la double

hélice de l’ADN, entre deux plans de paires de bases successifs. La distorsion ainsi crée

perturbe la progression normale des systèmes enzymatiques, inhibant de ce fait la réplication

et la transcription, ils sont également responsables de coupures mono et bi-caténaires de

l’ADN, suivant le type d’intercalant, ce phénomène provient de leur capacité, soit à générer

des radicaux libre, soit à inhiber l’action des topoisomérases indispensables à la transcription

de l’ADN (Champoux, 2001).

I.4.2.4. Les agents de transformation des bases :

L’acide nitreux, un acide faible instable qui est utilisé en synthèse organique, agit sur l’ADN

en repos et provoque des mutations ponctuelles, mais également des mutations inactivantes

(Arnaud et al., 1991). L’acide nitreux désamine l’adénine en hypoxantine, la cytosine en

uracile et la guanine en xanthine, ce qui crée des transitions de AT en GC et probablement

quelques transversions (Kruch, 1982).

I.4.2.5. Azide de sodium

C’est une substance chimique de formule (NaN3), elle produit généralement des  mutations de

type substitution de paires de bases, en particulier GC en  AT, qui se traduit par des

changements en acides aminés modifiant ainsi la fonction des protéines des mutants produits

(Salamone, 1994). Il peut produire plusieurs autres actions en raison des mécanismes directs

ou indirectes dues à ses substances toxiques produites. Le mécanisme direct peut être lié à

l'inhibition de l’oxydation des enzymes comme les catalases et les cytochromes et forme un

fort complexe avec l'hémoglobine qui bloque le transport de l'oxygène dans le sang, ainsi il

provoque une cytotoxicité dans plusieurs systèmes d'essai animaux et de plantes, par

l'inhibition de la synthèse des protéines et de ADN réplicatif (Arenaz et Nilan, 1981; Fahad

et al., 2011). D’autres part, l’azoture de sodium a d'excellentes propriétés biocides et il est

utilisé comme agent de conservation (en faible concentration) dans certaines solutions

d’analyse et fluides biologiques, dont les réactifs de tests diagnostics (laboratoires médicaux) ;

les échantillons de sérum, d’anticorps, ou autres solution étalons de matériels biologiques

(laboratoires médicaux et de recherche particulièrement en immunologie).
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Il peut aussi être utilisé en biotechnologie, en recherche ou en industrie dans les solutions

d’entreposage des membranes d’ultrafiltration et de dialyse (Ragunathan et panneersel ,

2007).

L’ensemble de ces agents mutagènes (agents physiques et chimiques) et la diversité de leurs

mécanismes d’actions induisent de multiples dommages, mutations et lésions au niveau de

l’ADN.

I.5. Les type de dommages de l’ADN induites par les substances mutagènes :

Les lésions de l'ADN sont classées par catégories de dommages, les lésions primaires,

représentant le premier stade suivant l’action d’un agent génotoxique. Ces lésions

correspondent aux adduits de l'ADN, aux pontages et aux cassures simple brin. Ensuite, les

mutations géniques telles que les additions, les délétions ou substitutions de bases induites par

les composés mutagènes. La dernière catégorie rassemble les dommages ou mutation

chromosomiques dites qualitatives ; qui vont modifier les chromosomes dans leur structure

par des cassures double brin, des réarrangements ou des translocations, ces effets sont dits

clastogènes contrairement aux effets aneugènes induisant des erreurs de répartition de

chromosomes entiers lors des divisions (Fornace et Kohn, 1976; Schlegel et al., 1986

Orsière et al., 2005). Les différents types des effets des agents mutagènes sont résumés dans

le schéma suivant :

Figure 09 : Diversité des altérations de l’ADN (Lésions et mutations) (Orsière et al., 2005).
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Dans le but d’évaluer le potentiel génotoxique d’une substance chimique, les chercheurs ont

développée plusieurs tests in vitro et in vivo réalisables sur différentes espèces procaryotes et

eucaryotes.

I.6. Tests de génotoxicité

Le pouvoir génotoxique d’une substance correspond à sa capacité à altérer le matériel

génétique d’une cellule en se fixant de manière covalente à l’ADN, en produisant des espèces

réactives de l’oxygène qui peuvent générer des dommages au niveau de l’ADN ; en entrainant

soit des anomalies de structures, et on parle alors de mutations chromosomiques, soit des

anomalies de nombres, ce sont les mutations génomiques ou encore en inhibant les systèmes

de réparation (Toyokuni et al., 1997; Fernandes et al., 2013).

Les tests de génotoxicité et de mutagénicité ont pour but de mettre en évidence l’induction de

modifications (dommages à l’ADN, mutations, transformations cellulaires…etc) considérées

comme plus ou moins prédictives d’un potentiel mutagène et donc cancérogène (Hartmann

et al., 2004).

Les tests les plus fréquemment utilisés sont les tests de Ames ; les tests des comètes ; des

micronoyaux ; et le test des aberrations chromosomiques.

I.6.1. Test de Ames :

Le test de Ames est un test de mutagenèse proprement dite. Il consiste à examiner si une

substance chimique ou un agent physique est capable d'induire des mutations spécifiques chez

différentes souches de Salmonella typhimurium. Les souches utilisées dans le test sont des

souches porteuses d'une mutation dans un des gènes gouvernants, la synthèse de l'acide aminé

histidine. Cette mutation His- rend les souches incapables de pousser sur un milieu sans

histidine. Avec une fréquence très faible, ces mutations His- reversent spontanément vers His+

et donc les cellules retrouvent leur capacité à pousser sur un milieu dépourvu d'histidine.

Cette fréquence de réversion peut être augmentée en exposant les bactéries His- à des agents

mutagènes. Ainsi, le test de Ames consiste à compter le nombre de colonies ayant poussé sans

histidine suite à l’incubation avec des agents mutagènes (Mortelmans et Zeiger, 2000 ;

Kirkland et al., 2011).

Le succès du test de Ames vient de sa simplicité d'exécution et de son coût modique. De plus,

ce test est rapide (48H) et sensible. Il donne une réponse quantitative permettant des études

comparatives, ce qui a permis son utilisation par de nombreux laboratoires.
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Cependant, le test de Ames est un test bactérien dont le métabolisme, les systèmes de

réparation de l'ADN sont différents des cellules animales et humaines (Roshni  et Dawande,

2010; Yan et al., 2012).

I.6.2. Test de comète :

Test des comètes est une méthode simple, économique, et sensible, permet de détecter les

cassures simple et doubles brins au niveau de l’ADN, ainsi que les sites abasiques instables en

milieu alcalin (Dhawan et al., 2009 ; Liman, 2013). Le principe de cette technique consiste à

suspendre des cellules dans un gel d’agarose sur une lame de microscope, puis après une

étape de lyse cellulaire et la libération des noyaux, ces derniers vont migrer dans un champ

électrophorétique. L’ADN endommagé chargé négativement va migrer vers le pole positif du

champ d’électrophorèse ; et si l’ADN n’a pas été endommagé il migre de façon homogène

sous forme d’une sphère compacte après révélation de l’ADN par le bromure d’ethidium

fluorescent (Collin, 2004; Carla et al., 2006).

I.6.3. Test de micronoyaux :

Le test MN est basé sur le comptage de micronoyaux pour 1000 cellules de la culture

cellulaire traitée par la substance à tester pour son pouvoir génotoxique. Outre la détection de

micronoyaux, ce test permet aussi la détection d'autres types d'aberrations nucléaires

indiquant des dysfonctionnements cellulaires : les cellules binucléées sont dues au blocage de

la cytodiérèse ou à la fusion cellulaire. Le test est maintenant reconnu comme l'un des essais

les plus réussis et les plus fiables pour les substances cancérogènes génotoxiques et dans le

dépistage toxicologique pour les composés génotoxiques (Szabad et al., 1983; Guérard et

al., 2012). Ce test permet aussi de détecté des cellules apoptotique (Izquierdo et al., 2003). Il

existe deux versions majeures de ce test, l’une in vivo et l’autre in vitro (Carita et Marin,

2003).

I.6.4. Test des aberrations chromosomiques

Le test des aberrations chromosomiques consiste à examiner au microscope optique et déceler

des anomalies telles que des cassures de chromosomes avec ou sans délétion, des

modifications de structures et d’appariements, des erreurs survenues en cours de mitose

(échanges entre chromatides soeurs…). Cet examen se fait au cours de la métaphase de la

mitose (Bonassi et al., 1995 ; Hagmar et al., 1998).
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I.6.5. Test  de Allium cepa

Le test Allium cepa connu depuis l’année 1930 et plus tard, 1985 normalisé par Fiskesjo

(Rank et Nielsen, 1997). Ce test est utilisé pour l’étude des effets des substances toxiques sur

les chromosomes et la division cellulaire des cellules méristématiques des racines de l’oignon

(Gracieli et al., 2010). Les bulbes de ce dernier sont faciles à stocker et à manipuler, mais

aussi des paramètres macroscopiques et microscopiques peuvent être observés facilement. De

plus ce système est bien  corrélé avec les données obtenues à partir des systèmes eucaryotes et

procaryotes, et même des dommages chromosomiques spontanés se produisent rarement

(Liman et al., 2010).

Les auteurs décrivent Allium cepa comme un moyen efficace utilisé pour le dépistage et le

suivi des polluants environnementaux (Breu, 1996; Feretti et al., 2007) car les chromosomes

des plantes sont faciles à analyser en termes de taille, la morphologie et le nombre, et

répondent aux traitements avec des toxines d'une manière similaire aux mammifères et

d'autres eucaryotes (Dilek et al., 2013). En outre ce système présente d’autres avantages, il

s’agit d’une méthode rapide et peu couteuse, facile à manipuler et fournie des résultats fiables

(Grant, 1982). Le test Allium cepa permet l’évaluation des paramètres génétiques suivants :

 Indice mitotique (IM)

L’indice mitotique correspond au pourcentage de cellules cancéreuses en train de se diviser,

en phase de mitose (cycle cellulaire). Utilisé entant que paramètre à évaluer la génotoxicité de

plusieurs agents. Un indice mitotique élevé indique une forte proportion de cellules en mitose,

ce qui signifie que la tumeur prolifère activement et la formation de tissus tumoraux.

Dans le test Allium cepa, la diminution de l’IM des cellules méristimatiques est considérée

comme méthode fiable pour déterminer la présence d’un agent génotoxique dans le milieu

(Haywood et al., 2012).

 Aberrations chromosomiques (AC) :

Les aberrations chromosomiques (AC), correspondent aux déstabilisations du génome

cellulaire au cour de la division cellulaire (mitose). Cette instabilité chromosomique produite

de façon spontanée ou induite par des agents physiques ou chimiques (Leme et al., 2009),

permet la formation des aberrations chromosomiques qui peuvent être soit de nombre ou de

structure (Jha et al., 2009 ;Sifa, 2012).
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Le test A. cepa a pour but d’évaluer les anomalies chromosomiques dont plusieurs types

(ponts, chromosome fragmenté, c-mitose…) sont pris en compte et ce dans différentes phases

de la division cellulaire (Tartar et al., 2006 ; Haywood et al., 2012).

 Micronoyau (MN)

L'exposition à certains agents génotoxiques peut induire des cassures chromosomiques ou un

dysfonctionnement du fuseau mitotique, qui est normalement impliqué dans la répartition du

matériel génétique de la cellule mère, de façon égale entre les deux cellules filles, au moment

de la transition entre la métaphase et l'anaphase de la mitose. Ce dysfonctionnement ou la

perte d'un fragment de chromosome entraînent la formation des micronoyaux (Yi et al.,

2007).

Les MN ont été considérées comme le critère efficace pour analyser les effets mutagènes de

différentes substances. En raison que les MN dans les cellules parentales, étant facile à

observer dans les cellules filles comme une structure similaire au principale noyau, mais avec

une taille réduite (Sifa, 2008 ; Hoshina et maria, 2009).

Tout ce repose sur les matériels génétiques alors un changement au niveau de ce dernier

causera un changement radical des fonctions de l’organisme, les dommages de l’ADN sont

multiples comme : cassures, pont, mauvaise ségrégation, micronoyaux et beaucoup d’autre,

les plantes médicinales semblent avoir un espoir de réparation de ces dommages, pour ceci

plusieurs études on été faites sur plusieurs espèces végétales dont le but d’évaluer leurs effet

thérapeutique : antioxydant, anti cancer,  anti inflammatoire, antigénotoxique ...etc.

Fraxinus angustifolia est parmi les plantes médicinales qui représente plusieurs vertus

thérapeutiques, plusieurs auteurs sont intéressés à cette espèce (Wallander et al., 2008 ; Calis

et al., 1993), Fraxinus angustifolia semble avoir des principes actifs très prometteurs décrit

auparavant, d’où l’étude de l’activité antigénotoxique mais avants l’utilisation clinique une

étude génotoxique est très importante.
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II. Matériels et Méthodes :

II.1. Matériels :

II.1.1. Matériel végétal :

II .1.1.1 Fraxinus angustifolia :

Cette étude est portée sur les feuilles et l’écorce de Fraxinus angustifolia. Ces parties de

plantes sont utilisées en médecine traditionnelle notamment, dans le traitement de la

constipation, la cystite, hydropisie, la goutte, l’arthrite et les douleurs rhumatismales (Do,

1972). Les feuilles prennent une longueur entre 15 à 25 cm, glabre de 5 à 13 folioles (Figure

10a). L’écorce est de couleur grise profondément cannelé à un âge plus avancé (Figure

10b).

Figure 10: Photographies des feuilles (a) et de l’écorce (b) de Fraxinus angustifolia.

Dans l’année 2008, Wallander avait classifié Fraxinus angustifolia comme suit :

Règne : Plantea

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Famille : Oleaceae

Genre : Fraxinus

Espèce : Fraxinus angustifolia

a b
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II.1.1.2 Allium cepa :

Les bulbes d’oignons utilisés dans cette étude sont de variété Allium cepa obtenus du marché

d’EDIMCO de Bejaïa, ils sont d’un diamètre de 3 à 7 cm et d’un poids moyen de 25 g.

Breu en 1996 et Shrestha en 2004 avaient classifié Allium cepa comme suit :

Règne : Plantea

Division : Angiospermae

Sous divisions : Spermatophyta

Classe : Monocotyledoneae

Sous classe : Liliidae

Ordre : Liliaceae

Famille : Alliaceae

Genre : Allium

Espèce : Allium cepa L.

II.1.2. Produits chimiques :

Sulfate de calcium de PROLABO (CaSO₄), sulfate de magnésium anhydre de SCHARLAU

(MgSO₄), bicarbonate de sodium de PROLABO (NaHCO₃), chlorure de potassium (KCl) ,

Carmin acétique (Sigma), acide acétique d’ORGANICS (C₂H₄O₂), chlorure d’hydrogène

(HCl), Diméthylsulfoxyde de PROLABO (DMSO), azide de sodium de BIOCHEM

Chemopharma (NaN₃), Ethanol de PROLABO (C₂H₆O).

II.1.3. Equipement et matériels de laboratoire :

Microscope optique (ZEISS) à grossissement (X10, X40, X100) et loupe binoculaire à

grossissement (X0,8), Centrifugeuse (SIGMA), Bain marie (MEMMET), Etuve (ECOCELL),

Balance de précision 0,01g (RADWAG), Agitateur (VELP), Sonicateur (RAYPA),

Vortex(VELP).

*Lames, lamelles, tubes à essais, micropipettes, pipettes, éprouvettes, poires, béchers,

Eppendorfs, barreaux magnétiques, spatules, pinces, seringues, erlenmeyers.
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II.2. Méthodes :

II.2.1. Préparation des échantillons de Fraxinus angustifolia :

Les feuilles et l’écorce de Fraxinus angustifolia ont été récoltées en juillet 2013 à Chemini

(wilaya de Bejaia), puis séchées à l’air libre et à l’abri de la lumière vive. Le matériel végétal

sec a été réduit en poudre par broyage, suivi d’un tamisage jusqu’à l’obtention de poudres très

fines (diamètre inférieur à 63µm).

II.2.2. Extraction :

Les poudres fines de feuilles et de l’écorce de Fraxinus angustifolia ont été macérées dans

l’éthanol (95%) avec un rapport de 1:4/p:v, sous agitation. Ensuite, le mélange a été laissé

décanté pendant 12H, puis le surnageant a été centrifugé (1500g/10 min) afin de le

débarrasser de toute trace de poudre. L’extrait obtenu a été séché à température ambiante et à

l’abri de la lumière vive. Après évaporation totale, la pesée de l’extrait sec a été prise jusqu'à

stabilisation de son poids. L’objectif de cette extraction est d’obtenir le maximum de

composés contenus dans les poudres des feuilles et de l’écorce de Fraxinus angustifolia.

II.2.3. Test de génotoxicité :

Allium cepa est l’espèce la plus fréquemment utilisée dans les tests d’évaluation des

aberrations chromosomiques (Grant et Salamone, 1994), ceci pour plusieurs avantages

notamment sa manipulation rapide, simple et facile car ses racines prennent un intervalle de

18H à 24H pour atteindre une taille de 1 à 1,5cm et son efficacité dans les tests de

génotoxicité a été démontrée dans plusieurs travaux scientifiques dans le monde entier

(Akimboro et Bakare, 2007 ; Saghrirzadeh et al., 2008 ; Gracieli et al., 2010). De plus les

chromosomes de A. cepa sont de tailles importantes à nombre réduit (2n=16) (Fiskesjo,

1994), ce qui facilite la visualisation des différentes étapes de divisions cellulaires ainsi que

les aberrations chromosomiques (Rank et Nielsen., 1997), sans oublier sa sensibilité aux

mutagènes (Doll et Peto, 1981).
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*Traitement des bulbes d’oignons :

Les bulbes d’oignons ont été bien lavés et nettoyés surtout débarrassés des racines anciennes,

puis ils ont été immergés dans des flacons de culture de 50ml remplis d’un milieu de culture

(Figure 11a) composé de: 60mg/L de CaSO4, 60mg/L de MgSO4, 96mg/L de Na HCO3 et

4mg/L de KCl.

Les flacons ont été placés dans une étuve à 25°C (Figure 11b) jusqu’ à ce que les racines

atteignent la taille de 1 à 1,5 cm. Les bulbes d’oignons sélectionnés sont repartis en lots de

cinq bulbes chacun pour recevoir les différents traitements, représentés dans le tableau III.

Figure 11 : Photographies de Allium cepa immergé dans le milieu de culture (a), et incubé dans
l’étuve (b).

a b
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Tableau III : Tableau récapitulatif des traitements de bulbes de A. cepa.

lot Traitement
Témoin négatif : Eau distillée Milieu de culture + Eau distillée

Témoin négatif : DMSO Milieu de culture + 2ml de DMSO

Témoin positif : Azide de sodium (AS)
(NaN₃)

azide de sodium 25mg/l (AS)

Milieu de culture+ azide de sodium 50mg/l  (AS)

azide de sodium  100mg/l (AS)

Test de génotoxicité :

Extrait de feuilles (EF)

Extrait de feuilles 50mg/l  (EF)

Milieu de culture + Extrait de feuilles 100mg/l (EF)

Extrait de feuilles 300mg/l (EF)

Extrait de feuilles 500mg/l (EF)

Test de génotoxicité :

Extrait d’écorce (EE)

Extrait d’écorce 50mg/l  (EE)

Milieu de culture + Extrait d’écorce 100mg/l (EE)

Extrait d’écorce 300mg/l (EE)

Extrait d’écorce 500mg/l (EE)

Teste d’antigénotoxicité :

Extrait de feuilles (EF)
+ azide de sodium(AS)

EF (50) mg/l+ AS 100mg/l

Milieu de culture+
EF (100) mg/l + AS 100mg/l

Test d’antigénotoxicité :

Extrait d’écorce (EE)
+azide de sodium (AS)

EE (50) mg/l + AS 100mg/l

Milieu de culture +
EE (100) mg/l + AS 100mg/l
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Les cinq bulbes d’oignons de chaque lot ont été divisés en quatre compartiments contenant

cinq à sept racines. Ces dernières ont été mesurées à t0= 0H, ensuite mesurées et prélevées à

t₁=18H, t₂= 24H, t₃= 48H et t₄=72H (Figure 12a). À chaque prélèvement les racines seront

fixées dans une solution fixatrice constituée d’acide acétique et d’éthanol (1 :3/v :v) pendant

24H. Les racines non traitées ont été stockées dans une solution d’éthanol (70%) (Figure

12b).

Figure 12 : Photographies de la mesure de la longueur des racines (a) et de leurs stockages dans
l’éthanol (70%) (b).

*Traitement et observation des racines :

Les racines de chaque prélèvement ont été lavées trois fois par l’eau distillée et traitées dans

un premier temps par une solution HCl (1N) et incubé dans un bain marie (10minutes à

60°C), dans le but d’hydrolyser la paroi cellulosique. Les racines ont été ensuite lavées trois

fois, puis traitées par une solution colorante de carmin acétique (1% dans d’une solution

d’acide acétique 45%) pour 10 minutes dans le bain marie, afin de colorer les chromosomes.

Les extrémités méristématiques terminales des racines colorées ont été coupées à l’aide d’une

seringue sous une loupe optique (X0,8), puis écrasées entre lames et lamelles pour bien

visualiser les chromosomes et les différentes étapes des divisions cellulaires.

a b
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II.2.4. Examination microscopique :

L’analyse microscopique du méristème des racines de chaque bulbe a été réalisée suivant la

méthode de Yildiz et al., (2008) et Mesi et al., (2013). Elle consiste à dénombrer environs

1000 cellules par échantillon, en prenant en considération les différents stades de division

cellulaire pour calculer l’indice mitotique (IM) de chaque bulbe examiné, par la formule

suivante :

(%) =
é é

*100

Dans cette analyse, les aberrations chromosomiques à savoir les cassures et les mauvaises

ségrégations, ainsi que les micronoyaux ont été pris en considération (Rank et Nielsen, 1997;

Yildiz et al., 2008) et le taux des cellules aberrantes est calculé par la formule suivante :

=
é é

*100

II.2.5. Analyse statistique :

Tous les résultats sont exprimés par la moyenne ±S.E.M. L'étude statistique a été réalisée par

l'analyse de la variance ANOVA one way du logiciel GraphPad Prism version 5.3, avec

Dunett’s post-test. Les valeurs sont considérées statistiquement significative à P<0,05.
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III.1. Résultats :

III.1.1 Résultats de l’extraction :

Le but de l’extraction éthanolique est d’obtenir un maximum de composés actifs,

particulièrement phénoliques. Le rendement en extraits éthanoliques secs est de ≈12% à partir

des feuilles et ≈5% à partir de l’écorce de Fraxinus angustifolia. Chaque extrait est caractérisé

par sa couleur et son rendement par rapport à la matière sèche.

III.1.2. Résultats de l’observation macroscopique et mesure de la longueur des racines :

Les racines de Allium cepa traitées avec l’eau distillée et le DMSO n’ont marqué aucun

changement morphologique, par contre celles traitées avec l’azide de sodium (AS),

notamment à 100mg/L, ont montré un rétrécissement et une rigidité remarquable. Tandis que

les racines de Allium cepa traitées avec les extraits de feuilles (EF) et de l’écorce (EE) de

Fraxinus angustifolia ont montré à leur tour un changement dépendant des

concentrations appliquées. A 50mg/L et 100mg/L un faible changement de couleur et la tenue

de leur structure droite, alors qu’à 300mg/L et 500mg/L elles ont été teintées à la couleur des

extraits et ont aussi montré une rigidité remarquable (Figure 13, Tableau IV).

Figure 13 : Photographies des aspects des racines de Allium cepa dans les différents traitements :

(a) L’eau distillée ; (b) AS (100mg/L) ; (c) EF (50mg/L) ; (d) EF (500mg/L) ;(e)

EE (50mg/L); (f) EE500mg/L.

a

d e

b C

f
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Tableau IV : Résultats des mesures de la croissance des racines de Allium cepa.

*Comparaison avec le contrôle négatif eau distillée.
#Comparaison avec le contrôle négatif DMSO.
£Comparaison avec l’azide de sodium 100mg/L.

D’après les résultats du tableau si dessus, le taux de croissance des racines de Allium cepa est

non significatif lors de la comparaison entre  le contrôle négatif le DMSO à l’eau distillée,

pour les quatre intervalles de temps (18H, 24H, 48H et 72H). Les lots traités avec l’azide de

sodium (25mg/L, 50mg/L et 100mg/L) sont non significatifs à 18H, l’azide de sodium

(25mg/L, 50mg/L) sont significatifs à 24H et 48H, hautement significatifs à 72H. L’azide de

sodium à concentration 100mg/L est significatifs à 24H et hautement significatif à 48H et

72H.

Le taux de croissance des racines de Allium cepa traitées avec l’extrait de l’écorce de F.

angustifolia (50mg/L, 100mg/L, 300mg/L et 500mg/L) sont non significatifs (P  <0,05) à 18H

et 24H, alors que l’EE (50mg/L et 100mg/L) sont non significatifs à 48H et hautement

Traitements
∆L (cm)

18H 24H 48H 72H

Eau distillée 0.39±0.15 0.44±0.07 0.59±0.09 0.91±0.12

DMSO 0.35±0.17 0.39±0.18 0.71±0.22 0.9±0.15

AS 25mg/L 0.18±0.07 0.10±0.02** 0.17±0.07** 0.14±0.03***

AS 50mg/L 0.14±0.01 0.09±0.08** 0.15±0.07** 0.11±0.11***

AS 100mg/L 0.17±0.05 0.08±0.09** 0.08±0.08*** 0.04±0.06***

EE 50mg/L 0.48±0.07 0.44±0.06 0. 41±0.06 0.41±0.11###

EE 100mg/L 0.46±0.02 0.45±0.05 0.40±0.09 0.38±0.08###

EE 300mg/L 0.43±0.01 0.39±0.03 0.32±0.07# 0.31±0.03###

EE 500mg/L 0.41±0.03 0.38±0.07 0.29±0.06# 0.21±0.05###

EF 50mg/L 0.51±0.01 0.50±0.02# 0.49±0.05 0.46±0.04##

EF 100mg/L 0.49±0.07 0.46±0.04 0.44±0.13 0.40±0.05###

EF 300mg/L 0.44±0.05 0.43±0.05 0.41±0.05 0.39±0.03###

EF 500mg/L 0.41±0.04 0.38±0.04 0.35±0.04 0.31±0.08###

AS+ EE 50mg/L 0.17±0.05 0.19±0.07 0.24±0.10 0.25±0.08

AS+ EE 100mg/L 0.22±0.08 0.23±0.09 0.27±0.11 0.31±0.13

AS+ EF 50mg/L 0.15±0.03 0.22±0.05£ 0.22±0.08£ 0.24±0.03£

AS+ EF100mg/L 0.19±0.01 0.19±0.02£ 0.22±0.04£ 0.26±0.07£



Chapitre III. Résultats et discussion

31

significatifs à 72H. Pour les deux concentrations 300mg/L et 500mg/L, le taux de croissance

est moins significatif à 48H et hautement significatif à 72H.

L’analyse statistique de taux de croissance des racines de Allium cepa traitées avec l’extrait de

feuilles de F. angustifolia (50mg/L, 100mg/L, 300mg/L et 500mg/L) sont non significatifs à

18H et 48H, hautement significatifs à 72H, à 24H l’EF (50mg/L) est moins significatif et non

significatif pour les trois concentrations (100mg/L, 300mg/L et 500mg/L). L’analyse

statistique de taux de croissance des racines de Allium cepa est non significatifs lors du

traitement combiné, azide sodium (100mg/L) avec l’extrait de l’écorce (50mg/L, 100mg/L) de

F. angustifolia pour les différents intervalles de temps (18H, 24H, 48H et 72H). Cependant, le

traitement des racines de Allium cepa avec l’azide de sodium et l’extrait de feuilles (50mg/L

et 100mg/L) de F. angustifolia a montré un résultat non significatifs à 18H et moins

significatifs pour les trois prélèvements (24H, 48H et 72H).

Ces résultats indiquent que la croissance des racines de A.cepa est normale lors du traitement

avec l’eau distillée et le DMSO, par contre l’azide de sodium à montré un effet cytotoxique ce

qui a conduit au rétrécissement  de la longueur de ces racines notamment pour l’azide de

sodium (100mg/L). Tandis que celles traitées avec les extraits de feuilles et de l’écorce de

F.angustifolia ont montré une réduction de la croissance par rapport au contrôle négatifs et un

peu plus importante comparativement à l’azide de sodium, ceci indique que ces extraits ont un

effet moins cytotoxique  par rapport à l’azide de sodium.

Cependant, le traitement combiné par les extraits de feuilles et de l’écorce (50mg/L et

100mg/L) de F.angustifolia avec l’azide de sodium (100mg/L) a légèrement amélioré la

croissance des racines de A.cepa.

III.1. 3. Résultats du test d’évaluation de la génotoxicité :

Durant l’examination microscopique  des cellules de Allium cepa obtenues après les différents

traitements, les stades de division cellulaire ainsi que les différentes anomalies

chromosomiques ont été  repérées et dénombrées.
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III.1.3.1. Résultats du traitement par l’eau distillée et le DMSO (contrôles négatifs) :

L’examination microscopique des racines de Allium cepa a permis de calculer l’indice

mitotique des lots de bulbes contrôles négatifs (eau distillée et DMSO). Les résultats sont

représentés dans l’histogramme suivant :
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Figure 14 : Histogramme des résultats des contrôles négatifs des racines de Allium cepa

(Eau distillée et DMSO).

Les résultats de l’analyse statistique pour les racines de Allium cepa traitées avec l’eau

distillée et le DMSO n’ont montré aucune différence significative (P˂0,05), en fonction de

temps (Figure 14) et l’aspect microscopique des différents stades de division cellulaire sont

représentés dans la figure suivante :
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Figure 15: Photographies des divisions normales des cellules méristématiques de Allium cepa.

(X40, X100). (a) Interphase ; (b) prophase ; (c) metaphase ; (d) anaphase; (e-f) telophase.

L’observation des cellules de Allium cepa sous microscope optique (X40) a permis de

visualiser tous les stades d’une division cellulaire normale ; interphase, prophase, métaphase,

anaphase et telophase  sans aucune perturbation ni anomalies chromosomiques (Figure15).

f
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III.1.3.2. Résultats du traitement par l’azide de sodium (Contrôle positif) :

Les résultats de l’analyse statistique de l’indice mitotique des racines traitées avec l’azide de

sodium à différentes concentrations sont représentés dans l’histogramme suivant :
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Figure 16 : Histogramme représentant les résultats de l’indice mitotique des bulbes traités par

l’azide de sodium (NaN3).

L’analyse statistique comparative des indices mitotiques entre les deux lots, eau distillée et

azide de sodium, est non significative pour l’azide de sodium (25mg/L) pour les deux

intervalles de temps (18H et 24H), significative à 48H et hautement significative à 72H.

L’azide de sodium (50mg/L) est non significatif à 18H et 24H, significatif à 48H et hautement

significatif à 72H. L’azide de sodium (100mg/L) est hautement significatif pour les quatre

intervalles de temps. Il est remarquable que l’azide de sodium (100mg/L) a réduit l’indice

mitotique de façon très hautement significative dans les quatre intervalles de temps, ce qui

veut dire que l’influence de l’azide de sodium dépend de la concentration et du temps car

l’indice mitotique a diminué progressivement en fonction de ces deux paramètres.
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Le traitement des  racines de Allium cepa par les différentes concentrations d’azide de sodium

a conduit à l’apparition de différentes anomalies chromosomiques et la perturbation de la

division cellulaire, représenté dans la (Figure 17) :

Figure 17: Photographies des anomalies chromosomiques induites par l’azide de sodium

(X40 et X100) (a)C mitose; (b) métaphase perturbée ; (c) anaphase perturbée ; (d)

cassure ; (e) un pont.

Les différentes anomalies chromosomiques et perturbations dans les stades de division

cellulaires  à savoir : C-mitose ; cassures et ponts, des métaphases et des anaphases perturbées

ont été dénombrées et les pourcentages des aberrations sont calculés et représentés dans le

tableau suivant :

a b c

d e
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Tableau V : les Pourcentage d’aberrations chromosomiques induites par l’azide de sodium (NaN3).

Traitements

%  des aberrations chromosomiques

1er

Prélèvement

(18H)

2ème

Prélèvement

(24H)

3ème

Prélèvement

(48H)

4ème

Prélèvement

(72H)

Eau distillée 0 0 0 0

DMSO 0 0 0 0

NaN3 25mg/L 0.21±0.13 0.31±0.53 0.37±0.04 0.41±0,16

NaN3 50mg/L 1.5±0.778 1.63±0.54 2.76±0.13 2,99±0.23

NaN3 100mg/L 4.83±1.47** 4.64±0.74*** 4.97±1.54*** 5.84±2.78***

D’après les résultats obtenus, on a remarqué que le pourcentage des aberrations

chromosomiques augmentent en fonction de la concentration, notamment pour l’azide de

sodium 100mg/L où il est hautement significatif pour les  trois intervalles de temps (24H, 48H

et 72H) et significatif à 18H, avec la dominance des C-mitose pour toutes les concentrations

appliquées (Annexes N° 5, 6, 7, 8), tandis que pour les perturbations en métaphases et

anaphases sont plus élevées par rapport aux cassures et aux ponts chromosomiques. Cette

dernière aberration est observée que pour l’azide de sodium (100mg/L), ceci suggère que la

concentration joue un rôle important dans l’induction de ce type d’aberration (Annexes N°5).
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III.1.3.3. Extraits d’écorce de Fraxinus angustifolia :

Les résultats de l’IM des cellules méristématiques des racines de Allium cepa traitées avec les

extraits de l’écorce de Fraxinus angustifolia sont représenté dans la (Figure 18).
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Figure 18: Histogramme des résultats de génotoxicité des extraits d’écorce de Fraxinus angustifolia.

Les résultats de l’analyse statistique de l’indice mitotique comparative entre le lot du DMSO

et les extraits de l’écorce de Fraxinus angustifolia sont non significatifs (P˂0,05) à 18H et à

différentes concentrations, alors qu’à 24H les deux concentrations 50mg/L et 100mg/L sont

non significatifs comparativement à 300mg/L et 500mg/L. Pour le troisième  prélèvement

(48H), l’extrait de l’écorce (50mg/L) est moins significatif que le reste des concentrations de

l’extrait de l’écorce qui sont hautement significatifs. A 72H, toutes les concentrations sont

hautement significatives, ce qui indique une génotoxicité dépendante de la dose et de

l’intervalle de temps de l’extrait de l’écorce.
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Les lames analysées sous microscope optique des racines de Allium cepa traitées avec l’extrait

de l’écorce de Fraxinus angustifolia ont montré différents types d’aberrations

chromosomiques représentées dans la Figure 19.

Figure 19: Photographies des anomalies causées par les extraits de l’écorce de Fraxinus angustifolia
(X40 et X100). (a) C-mitose ; (b-d) anaphase perturbée ;(c) métaphase perturbée ; (e)
cassure.

L’analyse microscopique des cellules méristématiques des racines de Allium cepa traitées

avec l’extrait de l’écorce de Fraxinus angustifolia a mis en évidence des aberrations

chromosomiques différentes comme les cassures, les C-mitose, les anaphases et métaphases

perturbées. Les C-mitose ont marqué le pourcentage le plus élevé suivis par les métaphases

perturbées, puis les anaphases anormales et les cassures (Tableau VI; Annexes N°5, 6, 7,8).

a b c

d e
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Tableau VI: Tableau des pourcentages des aberrations chromosomiques lors du traitement avec
l’extrait de l’écorce de Fraxinus angustifolia.

Traitements

%  des aberrations chromosomiques

1er

Prélèvement

(18H)

2ème

Prélèvement

(24H)

3ème

Prélèvement

(48H)

4ème

Prélèvement

(72H)

Eau distillée 0 0 0 0

DMSO 0 0 0 0

EE 50mg/L 1.19±0.08 1.15±0.45 2.13±0.6# 2.33±0.47###

EE 100mg/L 1.48±0.29 2.19±0.64## 2.33±0.96## 2.27±0.23###

EE 300mg/L 2.29±0.46## 2.49±0.37### 2.29±0.56# 2.48±0.33###

EE 500mg/L 2.38±0.24## 2.89±0.78### 2.94±0,11## 2.82±0.09###

EE: extrait d’écorce

L’analyse statistique des pourcentages d’aberrations chromosomiques est non significative

pour l’extrait de l’écorce (50mg/L) à 18H  et 24H, moins significative à 48H et hautement

significative à 72H. L’effet de l’EE (100mg/L) est non significatif à 18H, significatif à 24H et

48H et hautement significatif à 72H, Tandis que le pourcentage exhibé par l’EE (300mg/L)

est significatif à 18H et hautement significatif à 24H et 72H et moins significatifs à 48H.

L’extrait de  l’écorce (500mg/L) est significatif à 18H et 48H, hautement significatif à 24H et

72H. Ce ci signifie que l’extrait d’écorce exerce un effet dépendant de la dose et de plus en

plus fort avec le temps.
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III.1.3.4. Extraits des feuilles de Fraxinus angustifolia :

L’effet des extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia sur l’IM des cellules méristématiques

de Allium cepa est illustré dans la figure qui suit :
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Figure 20 : Histogramme représentant les résultats de du test de génotoxicité des extraits des feuilles

de Fraxinus angustifolia.

Les résultats de l’analyse statistique comparative de indice mitotique entre le DMSO et les

extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia sont comme suite : la concentration 50mg/L est

non significative à 18H, 24H et 48H mais hautement significative à 72H, tandis qu’à

100mg/L, il est non significatif à 18H et 24H, moins significatifs à 48H et hautement

significatif à 72H. Par ailleurs, ce même extrait à 300mg/L, a présenté un IM non significatif à

18H, moins significatif à 24H et hautement significatif à 48H et 72H.

La réduction de l’IM par la concentration la plus élevée (500mg/L) de l’EF est non significatif

à 18H, significatif à 24H et hautement significatif à 48H et 72H. L’IM obtenu après traitement

des racines de Allium cepa par l’extrait de feuilles de Fraxinus angustifolia a marqué une

diminution par rapport au DMSO, ce qui indique la présence d’un effet génotoxique dose et

temps dépendant chez les extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia. Cette diminution de

l’IM est accompagnée par l’apparition des aberrations chromosomiques : C-mitose ; anaphase

et métaphase perturbées et des télophases perturbées (Figure 21).
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Figure 21: Photographies des anomalies chromosomiques des racines de Allium cepa causées par
l’extrait de feuilles de Fraxinus angustifolia (X40) (a) c-mitose ; (b) métaphase perturbée ;
(c) telophase perturbée.

La division des cellules de racines de Allium cepa traitées par l’extrait de feuilles de Fraxinus

angustifolia ont montré des anomalies au niveau des chromosomes, notamment des C-mitose

suivis par les métaphases perturbées (Annexes N° 5, 6, 7, 8) et le pourcentage des aberrations

chromosomiques est représenté dans le tableau suivant :

Tableau VII : Tableau de pourcentage d’aberrations chromosomiques lors du traitement avec l’extrait
de feuilles de Fraxinus angustifolia

Traitements

%  des aberrations chromosomiques

1er

Prélèvement

(18H)

2ème

Prélèvement

(24H)

3ème

Prélèvement

(48H)

4ème

Prélèvement

(72H)

Eau distillée 0 0 0 0

DMSO 0 0 0 0

EF 50mg/L 1.09±0.21 1.47±0.2 1.65±0.51 1.89±0.66##

EF 100mg/L 1.8±0.43# 1.87±0.21# 1.50±0.14 1.39±0.34

EF 300mg/L 1.24±0.49 1.98±0.24# 1.56±0.22 1.67±0.23#

EF 500mg/L 1.9±0.83# 2.49±0.12### 2.49±0.71# 2.58±0.35###

EF : extrait de feuilles

Le pourcentage des anomalies chromosomiques induites par l’EF (50mg/L) est non

significatif à 18H, 24H et 48H. Significatif à 72H. Alors que l’EF (100mg/L) est moins

significatif à 18H et 24H et non significative à 48H et 72H. L’EF (300mg/L) non significatif à

18H et 48H, moins significative à 24H et 72H. Tandis que celui de l’EF (500mg/L) est moins

significatif à 18H, 48H et hautement significatif à 24 et 72H. Si on compare avec les contrôles

négatifs on déduit que l’extrait des feuilles de Fraxinus angustifolia a un effet mutagène sur

les racines de Allium cepa et moins génotoxique par rapport à l’extrait d’écorce de Fraxinus

angustifolia (Tableau VII).

a b c
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III.1.4. Résultats de l’activité anti-génotoxique des extraits de F.angustifolia :

III.1.4.1.Traitement combiné par les extraits d’écorce et l’azide de sodium :

Le traitement combiné des bulbes de Allium cepa avec un mélange de l’extrait des écorces de

Fraxinus angustifolia et l’azide de sodium a permis de mettre en évidence leurs effets anti-

génotoxiques et les résultats sont montrés dans la figure 22 :
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Figure 22 : Histogramme des résultats du traitement combiné par les extraits d’écorce de Fraxinus

angustifolia et l’azide de sodium.

Après le traitement combiné des bulbes par l’extrait de l’écorce de Fraxinus angustifolia et

l’azide de sodium (100mg/L), les résultats indiquent que l’extrait de l’écorce a eu une action

antigénotoxique car l’IM a augmenté par rapport au contrôle positif, selon la concentration et

le temps. Les types d’anomalies chromosomiques trouvées dans ce test se résument en C-

mitose avec des pourcentages inférieurs pour les autres aberrations (métaphases, anaphases et

télophases perturbées), comparativement à l’azide de Sodium 100mg/L (Annexes N°5, 6, 7,

8 et Figure 23).
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Figure 23: Photographies des anomalies chromosomiques causées lors du traitement anti-génotoxique

des extraits de l’écorce de Fraxinus angustifolia. (a) c-mitose ;(b) métaphases perturbée ;

(c) anaphase perturbée.

Le calcul des pourcentages en aberrations chromosomiques obtenues par traitement

antigénotoxique est motionné dans le tableau suivant :

Tableau VIII : Pourcentage d’aberrations chromosomiques lors du traitement combiné d’azide de

sodium et l’extrait de l’écorce.

Traitements

%  des aberrations chromosomiques

1er

Prélèvement

(18H)

2ème

Prélèvement

(24H)

3ème

Prélèvement

(48H)

4ème

Prélèvement

(72H)

Eau distillée 0 0 0 0

DMSO 0 0 0 0

AS+ EE 50mg/L 3.55±0.53£££ 3.53±0.19£££ 2.07±0.07££ 2.09±0.11£££

AS+ EE 100mg/L 2.78±0.24£££ 1.65±0.22£££ 1.43±0.09 1.92±0.16£££

AS : azide de sodium    EE : extrait d’écorce

D’après les résultats du tableau VIII, le pourcentage des aberrations chromosomiques a

diminué en fonction de la dose et de l’intervalle de temps. Le traitement combiné entre l’azide

de sodium et l’extrait de l’écorce (50mg/L) de Fraxinus angustifolia est hautement significatif

pour trois intervalles de temps (18H, 24H et 72H). A 100mg/L il est hautement significatif à

18H, 24H et 72H, mais non significatif à 48H.

a b c
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III.1.4.2. Traitement combiné par les extraits de feuilles et l’azide de sodium :

Les IM des traitements combinés de l’azide de sodium et l’extrait de feuilles sont illustrés

dans la figure 24 qui suit :
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Figure 24: Histogramme d’antigénotoxicité des extraits  de feuilles de Fraxinus angustifolia et l’azide

de sodium.

D’après l’histogramme obtenu par l’analyse statistique de l’indice mitotique des racines de

Allium cepa traitées par l’azide de sodium (100mg/L) et les différentes concentrations des

extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia, des augmentations significatives dans les IM ont

été observées, ceci indique que cet extrait de feuilles a exercé un effet antigénotoxique. Il est à

noter que cette amélioration des indices mitotiques est supérieure à celle obtenue par l’extrait

de l’écorce. Quelques aberrations ont été apparues et rapportées dans la figure 25.
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Figure 25: Photographies des aberrations chromosomiques lors du traitement antigénotoxique des
extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia (X40 et X100). (a) C-mitose ; (b) métaphase
perturbée ; (c) anaphase perturbée.

Les C-mitose sont abondantes par rapport aux autres aberrations chromosomiques voir

(Annexes N° 5, 6, 7,8). Le pourcentage de ces différentes aberrations chromosomiques est

calculées et motionnée dans le tableau IX

Tableau IX: Pourcentage des aberrations chromosomiques lors du traitement antigénotoxique par les
extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia.

Traitements

%  des aberrations chromosomiques

1er

Prélèvement

(18H)

2ème

Prélèvement

(24H)

3ème

Prélèvement

(48H)

4ème

Prélèvement

(72H)

Eau distillée 0 0 0 0

DMSO 0 0 0 0

AS+ EF 50mg/L 3.28±0.4£££ 3.19±0.18£££ 2.42±0.95££ 2.00±0.41£££

AS+ EF100mg/L 2.28±0.2£££ 1.28±0.19£££ 1.42±0.08 1.41±0.07£££

AS : azide de sodium  EF : extrait de feuilles

Le pourcentage des aberrations chromosomiques diminue en fonction du temps. Le traitement

combiné de l’azide sodium et l’extrait de feuilles (50mg/L) est hautement significatif pour les

trois intervalles de temps (18H, 24H, 72H), significatif à 48H,  pour les trois intervalles de

temps (18H, 24H, 72H) le traitement combiné entre l’azide de sodium et l’extrait de feuilles

de Fraxinus angustifolia est hautement significatif, non significatif à 48H. Ceci prouve que

l’extrait de feuilles a eu un impact antigénotoxique sur les racines de Allium cepa et cet effet

est un peu plus supérieur à celui de l’extrait de l’écorce.

a b c
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III.2. Discussion :

III.2.1. L’extraction :

Il existe plusieurs protocoles standards d’extraction de principes actifs à partir des plantes,

néanmoins, l’utilisation des solvants permet d’optimiser l’extraction surtout de séparer et de

sélectionner les composés phénoliques, par diffusion dans les tissus de la plante, en utilisant

une matrice liquide (Escribano-Bail, 2003).

Plusieurs facteurs peuvent influencer l’extraction tels que : le prétraitement des échantillons

(diamètre de la poudre), le ratio entre solvant/échantillon, le type de solvant, le temps de

l’extraction et la température (Spingo et al., 2007 ; Xiao et al., 2009).

Dans cette étude, l’extraction a été réalisée par l’éthanol, considéré comme le solvant le plus

adéquat pour obtenir un maximum de polyphénols, suite à des études comparatives entre

différents extraits issus des plantes, où les extraits éthanoliques ont montré de meilleurs

rendements (Adjobimey et al., 2004).

La différence dans les pourcentages d’extraction entre les feuilles et les écorces de Fraxinus

angustifolia, réalisées par le même solvant et dans les mêmes conditions est reliée beaucoup

plus à la nature des tissus et les matrices végétales, c’est-a-dire que l’écorce est constitué par

des cellules mortes, imperméables qui permettent les échanges gazeux (respiration des

cellules qui composent les tissus vivantes sous-jacents comme l’aubier), par contre les feuilles

se composent de cellules vivantes et renouvelables (le xylème et le phloème primaire), tout

comme les jeunes tiges et les racines (Xiao et al., 2009).

III.2.2. Tests de génotoxicité / antigénotoxicité :

Les plantes médicinales et leurs utilisations ont été corrélées avec les changements

génomiques causés par de multiples facteurs (UV, Radiations ionisantes…etc.). Des études

sur leurs propriétés sont nécessaires pour mener à une utilisation sûre et efficace (Akirbora et

Bakare, 2007 ; Franchinetto et al., 2007). Par conséquent, il est important d’évaluer leurs

deux propriétés génotoxique et le potentiel protecteur du matériel génétique (Rani et al.,

2005 ; Fernandes et al., 2007).

A cet effet, le test Allium cepa s’avère le mieux caractérisé et le premier validé par le

Programme International sur la Sécurité Chimique (PISC, OMS) et le Programme

Environnemental des Nation Unies (Cabrera et Rodriguez, 1999 ; Rani et al., 2005).
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En plus il nous renseigne sur les paramètres communs de la cytogénétique tels que l’indice

mitotique, les anomalies chromosomiques, la croissance des racines et également il a été

utilisé comme paramètre microscopique (Rojas et al., 1993 ; Nielson et Rank, 1994 ; Amin,

2002). L’efficacité de ce test a été démontré, puis fréquemment utilisé pour évaluer la

cytotoxicité et la génotoxicité des eaux (Tatiana et al., 2005 ; Chukwujekwu et staden,

2014), des herbicides (Kwankua et al., 2010), des sols (Kavalchuk et al., 1998 ;

Saghirzadeh, 2008 ; Sharma et al., 2009), des métaux lourds (Milan, 1995 ; Sifa, 2008), des

agro-alimentaires (Turkogu, 2007), des déchets industriels (Marin et al., 2009), des

pesticides (Khyat et kum, 2009; Sifa, 2012) et récemment adapté aux extraits de plantes

(Safaa et al., 2012 ;Deborarah et al., 2013 ;Timothy et al., 2014).

III.2.2.1. Taux de croissance des racines :

Le changement morphologique, l’inhibition ou le retard de la croissance des racines de Allium

cepa sont des paramètres macroscopique pris en considération dans le but d’évaluer la

cytotoxicité cellulaire, ces indicateurs de cytotoxicité sont la conséquence d’une diminution

dans le nombre de cellules en division (Fiskesjo, 1997; Babatunde et Bakare, 2006; Yidiz

et al., 2009), aussi les aberrations chromosomiques peuvent s’intercaler avec la croissance des

racines de Allium cepa résultant d’un effet cytotoxique de l’agent mutagène impliqué

(Kovalchuk et al., 1998).

L’azide de sodium est un important mutagène, car il provoque une cytotoxicité dans plusieurs

plantes tels que Allium cepa, en inhibant la synthèse des protéines et de l’ADN réplicatif

(Salamone, 1994), ceci va bloquer la division cellulaire, ce qui conduit à un retard de

croissance des racines (Grover et Tejpar, 1981; Bakar et Wal-adetemo, 2004). Dans

d’autres études apportées sur cet agent, son action mutagénique dépend du métabolisme ou

l’état de l’ADN dans la phase S du cycle cellulaire des graines de Triticum aestivum L

(Kleinhofs, 1978).

La sensibilité de la croissance des racines de Allium cepa par rapport à l’azide de sodium est

plus grande à des doses  plus élevées et ceci a été confirmé par l’étude de Sheikh et al.,

(2012) sur les graines de Triticum aestivum L, ces résultats ont été attribués à divers facteurs

impliqués dans l’activité métabolique des cellules. Il a été rapporté également que cet agent

peut inhiber la respiration cellulaire, ce qui conduit à l’apoptose (Konzak et al., 1975 ;

Kleinhofs, 1978).
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La réduction de la croissance des racines peut être expliquée par la présence de certains

métaux lourds dans le sol ou dans la plante elle même (Allium cepa ou Fraxinus angustifolia),

ce qui inhibe la croissance des organes végétatifs de certaines espèces de plantes (Hyder et

al., 2004; Yildiz et al., 2009).

Le traitement des racines de Allium cepa avec les extraits de plantes conduit à une diminution

de la croissance dépendante de la concentration (Akimboro and Bakare, 2007 ; Yildiz, et

al., 2009). De ce faite, on suggère que le changement des racines traitées avec l’extrait de

feuilles et de l’écorce de Fraxinus angustifolia est dû à des interactions des composés

contenus dans ces deux extraits avec les molécules cellulaires de Allium cepa, ce qui induit à

un retard de croissance concentration dépendant. Cette même constatation a été trouvée dans

l’étude de Timothy et al. (2014) sur les extraits de feuilles de Icacina trichantha, et celle

réalisée sur l’effet des  eaux sur Distephanus angulifolius par Chukwujekwu et Van Staden

(2014).

III.2.2.2. Indice mitotique (IM) :

L’indice mitotique est caractérisé par le nombre total des cellules qui se divisent durant le

cycle cellulaire, il est utilisé comme indicateur de la prolifération cellulaire en mesurant la

proportion des cellules en mitose (Gadano et al., 2002). C’est un paramètre pour évaluer la

cytotoxicité de plusieurs agents (Kovalchuk et al., 1998 ; Yuet pinng et al., 2012;

Chukwujekwu et Van Staden, 2014).

Une réduction de l’indice mitotique par rapport aux contrôles négatifs est un indicateur de la

cytotoxicité et ceci de manière dépendante de la concentration appliquée et du temps

d’exposition (Jane et al., 2010).

Lors du traitement des racines de Allium cepa avec des agents mutagènes chimiques, des

mauvaises ségrégations chromosomiques peuvent avoir lieu, ceci conduira à la diminution de

l’indice mitotique (Yildiz et al., 2009). Cette diminution de l’indice mitotique dans les

cellules méristématiques des racines de Allium cepa peut être interprétée comme une mort

cellulaire (Dail et al., 2012 ; Kwan, 2012).

L’azide de sodium se dissous facilement dans l’eau et légèrement soluble dans l’alcool

(Arenaz et al., 1983). Il forme un gaz hydrogène azide très toxique avec production d’ions

d’azide qui peuvent être la raison de sa genotoxicité dans le système Allium cepa.
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L’augmentation de la concentration de l’azide de sodium et la durée d’exposition a entrainé

une diminution correspondante au pourcentage de l’indice mitotique (Ragunathan et

Panneerselvm, 2007 ; Saxena et al., 2010). L’azide de sodium peut entraver un système

d’énergie ayant comme résultat la diminution de la croissance des plantes et par conséquence

l’inhibition de la mitose (Konzak et al., 1975 ; Kleinhofs, 1978). C’est un agent génotoxique

fort dans la plupart des espèces eucaryotes et procaryotes (Kleinhofs et al., 1978), mais il

parait être moins génotoxique chez les mammifères par rapport aux végétaux (Arenaz et

Nilan, 1981; Arenaz et al., 1983). Une explication possible, c’est que les cellules des

mammifères ne possèdent pas la machinerie enzymatique pour convertir l’azide de sodium à

un agent mutagène ou bien elles le transforment à un agent intermédiaire chimique dépourvu

de pouvoir mutagène, ce qui n’est pas le cas chez les végétaux, ceci est prouvé par l’étude de

Sheikh et al., 2012 sur l’espèce Triticum aestivum L.

La diminution de l’IM indique un effet mito-dépressif (blocage de la synthèse de l’ADN et

les protéines nucléiques) et prolongation de la durée du cycle cellulaire (phase S), suite à des

troubles de mitose, dû à des interférences probables du mutagène avec le développement

mitotique normale (Saxena et al., 2010 ; Mesi et Kopliku, 2013). Le déclin considérable de

l’indice mitotique peut être alors dû à l’inhibition de la synthèse de l’ADN en phase S du

cycle cellulaire par déstabilisation de la double hélice, qui induit des troubles au niveau de la

chromatine, comme il peut y avoir un blocage de la phase G1 qui supprime la synthèse

d’ADN (Mesi et Kopliku, 2013).

La réduction de l’IM chez Allium cepa peut être due soit à l’inhibition de la synthèse de

l’ADN en phase S ou au blocage de la phase G2 de cycle cellulaire, soit à l’arrêt du

métabolisme de glucose et appauvrissement de l’adénosine triphosphate (Chukwujekwu et

Staden, 2014).

Les extrémités méristématiques des racines de Allium cepa sont très sensibles aux polluants

environnementaux, ce qui réduit le taux de croissance et l’indice mitotique (Milan et al.,

1995).

Suite à une interférence des métaux lourds avec le développement normal de la mitose,

l’indice mitotique diminue significativement et ceci en empêchant un nombre de cellules

d’entrer en prophase et le blocage de la division cellulaire en interphase, aussi ces métaux

lourds  peuvent agir en diminuant la durée de la phase G et S (Yildiz et al., 2009).



Chapitre III : Résultats et discussion

50

On suggère que la diminution de l’indice mitotique lors du traitement avec  les extraits de

l’écorce et de feuilles de Fraxinus angustifolia est due à des perturbations dans le cycle

cellulaire. Cela pourrait être lié à la fréquence des aberrations chromosomiques qui sont

proportionnelles avec la concentration des extraits correspondants (Timothy et al., 2014).

III.2.2.3. Aberrations chromosomiques :

Les aberrations chromosomiques sont des changements dans la structure ou dans le nombre

des chromosomes, résultant d’une rupture ou d’échange de matériel génétique, ce qui peut

être produit de façon spontanée ou bien suite à l’exposition de l’intégrité physique et/ou des

agents chimiques (Tartar et al., 2006). Elles sont considérées comme un paramètre efficace

pour étudier le potentiel génotoxique des traitements analysés, tels que les extraits de plantes

médicinales, tout en permettant de caractériser leur actions clastogeniques et/ou aneugeniques

(Sifa et al., 2006 ; Haywood et al., 2012).

L’observation des aberrations chromosomiques est un indicateur de toxicité sur le matériel

génétique, ces aberrations peuvent conduire à des dommages cellulaires et compris l’apoptose

(Mazzeo et al., 2011). Elles peuvent être dues au blocage de la synthèse de l’ADN ou à

l’inhibition de la formation des fuseaux mitotiques (Dimitry et Romanovsky, 2013).

Les aberrations chromosomiques observées lors du traitement des racines de Allium cepa par

différentes concentrations de Icacina trichanthades sont généralement : les C-mitose ; des

cassures ; des ponts chromosomiques et des métaphases, anaphases perturbées (Timothy et

al., 2014).

L’aberration chromosomique de type C-mitose c’est l’anomalie la plus fréquente, elle peut

être réversible lorsque l’agent mutagène induit une faible toxicité, mais elle peut engendrer

une polyploïdie dans le cas où elle n’est pas reversée (Fiskesjo, 1995; Odeigah et al., 1997;

Carita et marin, 2008; Chukwujekwu et Staden, 2014). La C- mitose autrement connu

comme la mitose de colchicine est une inactivation du fuseau mitotique suivie d'une

dispersion aléatoire des chromosomes au cours de la division cellulaire. Une division retardée

du centromère peut avoir comme résultat des chromosomes perturbés empêchant la

séparation des chromatides sœurs (Timothy et al., 2014).
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Les ponts chromosomiques peuvent être le résultat d’une formation dicentrique

chromosomique en raison de dysfonctionnement lors de la rupture du lien chromosomique

(Ben Ammar et al., 2008), ils peuvent être provoqués par la rigidité des chromosomes qui ont

fait leurs séparation, donc ils sont restés reliés par des ponts (Kwan et al., 2012).

Les ponts chromosomiques observés au cours des étapes anaphases et télophases de cycle

cellulaire sont probablement une conséquence d’une perte d’un fuseau mitotique inactif

pendant le cycle de division cellulaire (effet aneugène) (Pelwa et al., 1984). Les ponts se

produisent probablement par l'interruption et l'assemblage des chromosomes, des

chromatides ou à la suite de chromosome collant. Il peut également être attribué à la

translocation inégale ou inversion du chromosome segmenté (Liman et al., 2010 ; Timothy

et al., 2014).), comme ils peuvent être le résultat d’une cassure chromosomique (Radic et al.,

2010).

L’anaphase anormale est due à une séparation irrégulière des chromosomes ce qui résulte des

chromosomes isolés, le fragment acentrique en anaphase est le résultat d’un chromosome ou

d’une chromatide interrompue, indiquant une interférence de l'ADN (Timothy et al., 2014),

tandis que la métaphase perturbée est un type de perturbation de l’appariement et la

disjonction des chromosomes et généralement il en résulte des chromosomes perdus et isolés.

Ces deux anomalies chromosomiques dues à un changement qualitatif et quantitatif de

kinetochore et de la chromatine (Carita et Marin, 2008).

Selon Kumari et al. (2011), les produits chimiques augmentent le pourcentage des

aberrations chromosomiques en fonction de leur concentration et d’après Yildiz et al., (2009),

leur fréquence augmente en fonction du temps d’exposition, pour cette raison qu’elles sont

significativement plus élevées dans le contrôle positif par rapport aux autres traitements.En

effet, l’azide de sodium (NaN3) dans cette étude a montré un effet génotoxique incluant le

pourcentage des aberrations proportionnel aux temps et à sa concentration.

Kwan et al., (2012) ont confirmé que les aberrations chromosomiques sont dues aux effets

des extraits de Euphorbia hirta sur la formation des fuseaux mitotiques et par conséquences

des troubles de la division cellulaire. Les aberrations chromosomiques observées dans cette

étude sont évidemment causés par les constituants chimiques présents dans les extraits

puisque aucune aberration été observée chez le témoin négatif.
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En outre, l'effet cytotoxique augmente proportionnellement à la concentration des extraits des

feuilles et de l’écorce de Fraxinus angustifolia, ces résultats ont été aussi prouvés par

Timothy et al., (2014) pour l’extrait de feuilles de Icacina trichantha.

Dans le test antigénotoxique, l’indice mitotique a marqué une augmentation significative

selon la dose et le temps d’exposition des racines de Allium cepa aux extraits de feuilles et de

l’écorce de Fraxinus angustifolia, ainsi le pourcentage d’aberrations diminue en fonction du

temps et de la dose, ceci prouve un effet antigénotoxique de ces extraits, alors cette activité

est le résultat des composés contenus dans ces extraits de plante ayant le pouvoir le protéger

les cellules de Allium cepa contre les dommages induits par l’azide de sodium.

A partir de ces résultats on déduit que ces extraits bruts de compositions complexes, aussi

bien des feuilles que des écorces de Fraxinus angustifolia, abritent des composés qui ont pu

s’interférer avec les composantes du cycle cellulaire et induire un effet génotoxique, mais

aussi des composés ayant un pouvoir protecteur vis-à-vis des aberrations chromosomiques

induites par l’azide de sodium.

L'activité anti-génotoxique des extraits de plantes peut être attribuée à ses composés

phénoliques. Ces métabolites ont été détectés auparavant dans l’extrait de Rhamnus alaternus

L, dans le même ordre que leur effet antigénotoxique. Il est possible que ces composés ayant

des propriétés antigénotoxiques participent à l'effet inhibiteur direct des mutagènes (Ben

Ammar, 2008). Les flavonoïdes  peuvent inhiber les  mutations provoquées grâce au pouvoir

de piégeage des électrophiles. Une correlation entre les antioxydants et les activités

antigénotoxiques des extraits de Rhamnus alaternus a été rapporté (Ben Ammar 2008;

Bouhlel et al., 2008).

D'autre part, les propriétés antigénotoxiques provoquées par des espèces végétales ont une

gamme complète d'applications potentielles en santé humaine. Les plantes médicinales et les

médicaments phytothérapeutiques contenant des principes actifs sont actuellement développés

pour protéger contre les électrophiles (des radicaux libres) et les attaques sur l'ADN. Ces

résultats été largement répandues sur  le vieillissement et le cancer (Ben Sghaier et al., 2011).

Dans l’étude faite par Boeira et al. (2010), l’effet des polyphénols dépend de leurs

concentrations. Suite à des études comparatives, les mêmes résultats obtenus après traitement

combiné des racines de Allium cepa avec l’azide de sodium et les différentes concentrations

des extraits de Fraxinus angustifolia, on suggère que les polyphénoles précédemment dosés

dans ces derniers ont des propriétés antigénotoxiques.
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Après avoir prouvé leur potentiel de guérison, les plantes médicinales ont fait l’objet de

plusieurs études thérapeutiques dans le but d’évaluer leurs caractéristiques positives ainsi que

négatives. Les plantes médicinales restent toujours une source fiable des principes actifs

connus par leurs propriétés thérapeutiques. Fraxinus angustifolia est parmi ces plantes  doté

de ces pouvoirs mais la dose parfaite et le temps d’exposition au traitement par cette plante

restent inconnus, sachant que un surdosage ou un faux usage pourrons engendrer des effets

secondaires voir une toxicité cellulaire.

Cette étude est réalisée afin de contribuer à l’étude des effets des extraits de feuilles et de

l’écorce de Fraxinus angustifolia et la détermination de leurs potentiel cytotoxique

génotoxique, par l’usage d’un modèle in vivo, Allium cepa.

L’azide de sodium est utilisé dans cette étude comme un témoin positif, il a montré un effet

génotoxique et cytotoxique sur les racines de Allium cepa, notamment à 100mg/L et à 72H,

alors que les extraits éthanoliques de feuilles et de l’écorce de Fraxinus angustifolia ont

montré une faible génotoxicité à des concentrations élevées (300mg/L et 500mg/L), et

l’exposition des racines de Allium cepa pour des durées de temps prolongées accentue cet

effet génotoxique.

Le test antigénotoxique et anticytotoxique réalisé par une combinaison entre les extraits de

feuilles ou de l’écorce de Fraxinus angustifolia et l’azide de sodium (100mg/L) sur les racines

de Allium cepa a montré des résultats très prometteurs et ceci après une analyse statistique de

l’indice mitotique et du taux de croissance, les extraits de feuilles et de l’écorce de Fraxinus

angustifolia ont augmenté l’indice mitotique et réduit la mal formation des racines de Allium

cepa observé dans le contrôle positif, selon la dose et le temps d’exposition à ce traitement.

De même, le pourcentage des aberrations a marqué une diminution significative

comparativement au contrôle positif (NaN3) lors de ce traitement antigénotoxique par

Fraxinus angustifolia.

Les résultats obtenus sur la cytotoxicité et/ou la génotoxicité des extraits de feuilles et de

l’écorce de Fraxinus angustifolia peuvent être exploité dans différentes activités biologiques

notamment l’activité anticancéreuse si cet effet ciblera spécifiquement les cellules à

différenciation incontrôlables (cellules endommagées).
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A son tour l’effet antigénotoxique des extraits de feuilles et de l’écorce de Fraxinus

angustifolia serait intéressant pour protéger le génome des effet néfaste des traitements

chimiques.

Au terme de cette étude et ces résultats, on suggère l’utilisation des extraits de feuilles et de

l’écorce de Fraxinus angustifolia à faibles doses et à un  temps réduit.

Cette étude représente une initiation à la recherche des composés actifs à intérêts biologiques.

Elle constitue une partie d’une thématique très intéressante, il serait en perceptives de

l’approfondir par :

-La nature des composés responsables de cette génotoxicité, induite par les extraits des

plantes,

-Les substances cytotoxiques ou génotoxique contenus dans ces extraits méritent également

d’étre purifiées pour l’étude de leurs mécanismes d’action,

-La vérification de ces résultats par une application sur d’autres types de cellules, en utilisant

d’autres types de mutagènes.
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Annexe N° 01 : Stades de divisions cellulaire des différents traitements + IM (%) à 18H

Traitement Stade de division cellulaire à 18H IM%
Interphase Prophase Métaphase Anaphase Télophase

Eau distillée
%

444.5±42.1
40.09±5.96

654.7±50.2
59.04±5.34

6.02±0.55
0.55± 0.21

5.4± 0.48
0.48± 0.32

9.8±0.88
0.88±0.23

0.61±0.01
61

DMSO
%

476.7±67.67
42.19±4.68

621.3±40.81
54.99±5.73

4.8±1.94
0.44±0.27

3.4±1.94
0.32±19

7.4±2.82
0.68±0.27

0.57±0.03
57

NaN3 25mg /L
%

469.5±47.46
44.13±5.30

580.0±44.23
54.49±5.41

1.6±0.92
0.15±0.11

_ _ 0.55±0.02
55

NaN3 50mg/L
%

544.5±34.45
47.23± 6.98

598.9±42.45
51.95± 7.22

1.4±0.68
0.08±0.05

0.8±0.29
0.14±0.13

1.4±0.68
0.12±0.06

0.53±0.01
53

NaN3 100mg/L
%

725.0±34.36
64.05± 9.74

398.3±32.01
35.19±8.17

1.8±1.11
0.14±0.08

1.1±0.63
0.20±0.04

2.8±1.01
0.24±0.09

0.36±0.02
36

EE 50mg/L
%

560.9±22.45
45.09± 1.53

636.3±42.01
51.15± 1.44

11.0±2.16
2.11± 1.23

7.6±1.43
1.03±0.12

6.4±1.46
0.53±0.13

0.55±0.01
55

EE 100mg/L
%

547.7±36.94
50.30± 6.95

487.2±23.54
44.74± 6.88

2.4±0.50
1.54± 0.36

3.2±1.59
2.6±0.16

8.4±2.72
0.78±0.25

0.50±0.01
50

EE 300mg/L
%

593.8±24.54
54.63± 3.04

468.7±36.81
43.12± 2.94

4.2±2.13
0.35± 0.12

5.6±2.13
0.83±0.19

7.8±2.26
0.70± 0.20

0.45±0.04
45

EE 500mg/L
%

663.8±35.34
58.13± 8.35

453.4±36.97
39.71± 8.10

1.8±1.42
1.53±1.08

1.4±0.92
0.18±0.06

3.2±1.15
0.26±0.09

0.42±0.03
42

EF 50mg/L
%

470.0±45.87
45.56± 2.98

533.0±57.84
51.65± 2.89

6.8±1.07
0.89±0.13

10.0±3.35
1.00±0.14

8.0±1.32
0.83±0.25

0.55±0.04
55

EF 100mg/L
%

506.0±44.34
47.03± 2.89

548.7±56.63
50.90± 3.98

4.4±0.92
0.42± 0.09

4.4±0.60
0.71± 0.07

6.6±1.76
0.8±0.17

0.53±0.01
53

EF 300mg/L
%

531.6±52.65
51.52± 5.37

484.3±43.65
46.93±5.40

3.8±1.26
0.37± 0.12

2.4±0.47
0.38± 0.04

8.0±1.32
0.77±0.13

0.49±0.02
49

EF 500mg/L
%

685.4±53.76
56.23± 3.57

503.0±54.53
43.52±3.04

0.8±0.46
0.05± 0.03

0.6±0.31
0.07±0.02

0.6±0.31
0.04±0.02

0.44±0.01
44

AS+EE 50mg/L
%

602.0±43.76
56.27±2.53

466.8±42.53
43.63±2.54

0.2±0.15
0.01±0.01

0.2±0.15
0.03±0.01

0.3±0.12
0.01±0.01

0.44±0.02
44

AS+EE100mg/L
%

580.2±25.74
54.43± 1.71

482.3±28.85
45.25±1.69

0.4±0.31
0.03±0.02

0.2±0.15
0.03±0.01

0.4±0.19
0.03±0.01

0.46±0.03
46

AS+ EF50mg/L
%

853.1±53.98
77.07± 1.47

236.6±53.32
21.38± 1.37

2.4±1.90
1.4±1.11

_ 0.6±0.47
0.05±0.04

0.23±0.01
23

AS+EF100mg/L
%

561.2±36.96
54.12± 3.51

473.2±26.74
45.64± 3.61

0.8±0.63
0.07±0.05

0.2±0.15
0.03±0.01

0.4±0.01
0.07±0.06

0.46±0.02
46
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Annexe N° 02 : Stades de division cellulaire des différents traitements + IM (%) à 24H

Traitement Stade de division cellulaire à 24H IM%
Interphase Prophase Métaphase Anaphase Télophase

Eau distillée
%

378.8±43.2
36.85±3.86

627.7±45±11
61.07±6.63

8.2±1.17
0.78±0.17

5.2±0.9
0.5±0.07

4.2±0.13
0.40±0.05

0.63±0.04
63

DMSO
%

424.5±34.21
38.04±4.68

680.6±56.01
60.99±5.73

4.8±2.74
0.23±0.11

2.6±1.54
0.22±0.13

5.6±3.42
0.48±0.30

0.62±0.01
62

NaN3 25mg /L
%

526.4±45.56
47.13±5.30

586.3±42.12
52.49±5.41

1.16±0.01
0.01±0.01

_ 1.22±0.13
0.03±0.01

0.53±0.02
53

NaN3 50mg/L
%

564.6±46.3
52.23± 6.98

507.5±23.12
46.95± 7.22

0.6±0.05
0.16±0.08

0.4±0.07
0.11±0.05

7.0±0.68
0.11±0.07

0.48±0.02
48

NaN3 100mg/L
%

820.9±16
70.05± 9.74

342.1±23.1
29.19±8.17

2.0±1.03
0.16±0.08

1.1±0.67
0.16±0.05

1.6±0.87
0.13±0.07

0.30±0.01
30

EE 50 mg/L
%

505.7±24.42
47.49± 1.53

534.0±54.12
50.15± 1.44

3.0±0.90
0.37± 0.09

2.6±0.53
0.73±0.05

7.2±0.80
0.78±0.19

0.53±0.02
53

EE 100 mg/L
%

609.8±26.89
52.30± 6.95

533.3±33.14
45.74± 6.88

0.4±0.33
1.17± 0.36

0.6±0.50
0.04±0.16

1.4±0.73
0.12±0.06

0.47±0.02
47

EE 300 mg/L
%

617.7±85.0
57.63± 3.04

440.8±43.16
41.12± 2.94

5.2±2.13
0.55± 0.12

5.4±2.20
0.28±0.05

8.4±1.95
0.28± 0.05

0.43±0.01
43

EE 500 mg/L
%

647.6±67.16
62.33± 8.35

371.0±12.99
35.71± 8.10

3.4±0.92
0.34±0.08

3.4±0.99
0.47±0.05

0.8±0.46
0.83±0.11

0.38±0.02
38

EF 50 mg/L
%

478.4±23.12
46.36± 2.98

522.7±42.97
50.65± 2.89

12.4±3.07
0.65±0.09

10.4±2.36
1.58±0.30

8.2±2.34
0.78±0.05

0.54±0.01
54

EF 100 mg/L
%

526.7±19.96
47.03± 2.89

570.08±56.3
50.90± 3.98

5.4±0.92
0.43± 0.10

5.3±1.60
0.76± 0.16

2.6±1.76
0.17±0.06

0.52±0.03
52

EF 300 mg/L
%

618.8± 61.1
56.52± 5.37

459.1±44.18
41.93±5.40

4.8±2.06
0.42± 0.19

1.8±0.88
0.17± 0.08

1.4±0.53
0.75±0.22

0.44±0.04
44

EF 500 mg/L
%

627.7±26.44
58.23± 3.57

436.8±36.63
40.52±3.04

0.8±0.46
0.14± 0.06

0.6±0.31
0.4±0.09

0.6±0.31
0.11±0.05

0.41±0.01
41

AS+EE 50 mg/L
%

597.4±45.67
55.27±2.53

482.4±48.1
44.63±2.54

0.2±0.16
0.02±0.01

0.4±0.31
0.03±0.01

0.6±0.31
0.01±0.01

0.45±0.04
45

AS+EE100mg/L
%

572.7±53.87
53.43± 1.71

495.8±33.43
46.25±1.69

0.6±0.31
0.03±0.02

_ 0.4±0.17
0.03±0.01

0.47±0.01
47

AS+ EF50 mg/L
%

735.8±66.23
66.47± 1.47

369.5±26.3
33.38± 1.37 _ _

0.3±0.01
0.04±0.01

0.34±0.02
34

AS+EF100mg/L
%

581.16±49.4
53.12± 3.51

510.7±48.34
46.64± 3.61

0.4±0.19
0.05±0.02

0.2±0.15
0.04±0.01

0.6±0.47
0.23±0.04

0.47±0.01
47



iii

Annexe N° 03 : Stades de divisions cellulaire des différents traitements + IM (%) à 48H

Traitement Stade de division cellulaire à 48H (3eme prélèvement)
IM%

Interphase Prophase Métaphase Anaphase Télophase
Eau distillée
%

258.1±22.9
25.01±2.06

743.3±59.4
72.03±8.35

8.4±1.99
0.83± 0.32

11.8± 0.43
1.14± 0.32

13.8±1.89
1.33±0.13

0.75±0.01
75

DMSO
%

344.0±27.57
32.99±6.68

682.0±39.11
65.39±7.09

2.2±1.63
0.21±0.21

1.0±0.33
0.15±0.10

1.8±1.31
0.17±0.13

0.66±0.03
66

NaN3 25mg /L
%

537.1±47.6
48.13±5.30

574.6±24.13
51.49±6.44

1.6±0.92
0.13±0.07

1.4±0.58
0.12±0.05

2.2±0.88
0.19±0.07

0.52±0.02
52

NaN3 50mg/L
%

581.3±32.49
54.23± 6.98

486.1±42.45
45.35± 3.22

1.6±0.77
0.15±0.07

1.2±0.21
0.11±0.13

1.0±0.25
0.09±0.04

0.46±0.01
46

NaN3 100mg/L
%

804.6±34.31
70.05± 9.74

339.3±32.01
29.59±1.07

_ 1.6±0.33
0.15±0.03

1.1±0.51
0.1±0.04

0.30±0.02
30

EE 50 mg/L
%

559.2±32.45
51.69± 1.53

528.2±42.01
48.15± 2.13

6.8±1.83
1.53± 1.03

3.2±1.26
0.50±0.12

8.4±1.42
0.79±0.20

0.51±0.01
51

EE 100 mg/L
%

629.5±46.94
57.39± 6.95

443.1±23.54
40.4± 3.98

3.6±0.43
0.34± 0.03

3.2±0.98
0.48±0.08

3.2±1.96
0.78±0.20

0.42±0.01
42

EE 300 mg/L
%

639.5±34.04
61.03± 3.04

407.8±36.81
38.92± 3.94

5.8±1.40
0.55± 0.13

5.6±1.47
0.83±0.19

7.2±1.96
0.68± 0.20

0.41±0.04
41

EE 500 mg/L
%

690.9±45.4
63.10± 8.35

401.9±36.97
36.71± 4.12

_ 0.2±0.15
0.04±0.01

1.8±0.95
0.10±0.08

0.37±0.03
37

EF 50 mg/L
%

569.9±55.17
52.34± 2.98

511.8±57.84
47.25± 3.79

12.4±3.65
1.13±0.33

10.4±2.35
1.56±0.20

8.2±2.32
0.74±0.25

0.51±0.04
51

EF 100 mg/L
%

570.8±42.04
53.43± 2.89

495.9±56.63
46.48± 4.38

11.8±4.02
1.11± 0.38

5.4±1.60
0.85± 0.16

6.6±2.76
0.56±0.26

0.53±0.01
49

EF 300 mg/L
%

662.0±62.6
62.52± 5.37

396.3±43.65
37.43±2.49

8.4±2.26
0.80± 0.11

6.2±1.17
0.97± 0.14

8.2±2.32
0.77±0.03

0.40±0.02
40

EF 500 mg/L
%

610.0±41.76
56.23± 3.57

472.1±54.53
43.52±2.04

0.6±0.33
0.05± 0.02

0.2±0.16
0.03±0.01

3.6±2.31
0.30±0.12

0.37±0.01
37

AS+EE 50 mg/L
%

629.9±53.66
57.07±2.53

506.6±42.53
42.65±5.50

0.2±0.15
0.01±0.01

_ 0.2±0.15
0.01±0.01

0.43±0.02
43

AS+EE100mg/L
%

593.9±45.04
53.03± 1.71

518.0±28.85
46.25±1.65

_ 0.6±0.47
0.09±0.04

0.2±0.15
0.01±0.01

0.47±0.03
47

AS+ EF50 mg/L
%

633.4±55.90
57.07± 1.47

473.7±53.32
42.68± 4.36

_ 0.4±0.31
0.06±0.03

0.2±0.15
0.05±0.04

0.43±0.01
43

AS+EF100mg/L
%

577.8±35.90
52.10± 3.51

622.3±26.74
47.84± 2.65

0.4±0.63
0.05±0.02

0.4±0.19
0.03±0.01

0.2±0.01
0.03±0.01

0.48±0.02
48



iv

Annexe N° 04 : Stades de divisions cellulaire des différents traitements + IM (%) à 72H

Traitement Stade de division cellulaire à 72H
IM%Interphase Prophase Métaphase Anaphase Télophase

Eau distillée
%

281.8±12.5
25.39±3.96

826.3±52.0
74.45±6.31

14.07±0.55
1.26± 0.21

7.8± 0.48
0.70± 0.32

6.6±0.88
0.59±0.23

0.77±0.01
77

DMSO
%

314.0±51.67
29.6±2.68

746.9±40.81
70.4±8.70

1.6±1.10
0.14±0.27

1.6±0.77
0.32±19

1.6±0.14
0.14±0.07

0.71±0.03
71

NaN3 25mg /L
%

603.6±67.4
51.11±5.30

575.0±44.23
48.69±4.99

8.8±3.02
0.6±0.23

2.8±0.80
0.22±0.06

3.8±1.77
0.33±0.13

0.50±0.02
50

NaN3 50mg/L
%

648.5±39.55
60.22± 6.18

428.9±42.45
39.65± 2.22

1.66±0.66
0.11±0.09

3.5±0.05
0.04±0.01

0.83±0.05
0.07±0.05

0.40±0.01
40

NaN3 100mg/L
%

825.2±34.60
78.02± 9.34

231.8±32.01
21.89±4.97

0.2±0.16
0.01±0.01

0.2±0.16
0.01±0.01

_ 0.22±0.02
22

EE 50 mg/L
%

615.7±42.15
57.39± 5.53

456.3±42.01
42.53± 3.43

6.0±1.16
0.11± 0.01

5.0±1.59
0.77±0.14

11.4±2.88
1.53±0.26

0.45±0.01
45

EE 100 mg/L
%

687.4±56.94
60.30± 6.43

451.2±23.54
39.64± 3.80

3.8±0.86
0.33± 0.07

3.8±0.94
0.57±0.09

4.6±1.72
0.40±0.14

0.41±0.01
41

EE 300 mg/L
%

717.5±44.14
65.23± 7.04

381.7±36.81
34.72± 5.14

6.6±1.13
1.86± 0.96

5.8±1.15
0.85±0.09

6.4±1.36
0.56± 0.10

0.38±0.04
38

EE 500 mg/L
%

755.6±55.74
70.23± 8.85

319.4±36.97
29.71± 1.10

2.6±0.73
0.22±0.07

_ 0.2±0.15
0.01±0.01

0.30±0.03
30

EF 50 mg/L
%

554.7±45.87
51.56± 5.98

532.0±57.84
48.02± 3.19

3.4±0.77
0.30±0.07

_ 7.6±2.46
0.68±0.22

0.49±0.04
49

EF 100 mg/L
%

599.8±42.84
55.03± 6.19

465.1±56.63
44.90± 4.18

6.6±1.92
0.62± 0.20

11.8±2.81
0.05± 0.01

4.2±1.31
0.38±0.12

0.46±0.01
46

EF 300 mg/L
%

650.8±50.65
62.82± 7.37

384.6±43.65
37.13±5.40

6.2±1.32
0.59± 0.12

6.2±1.76
0.16± 0.05

11.2±2.95
1.07±0.29

0.39±0.02
39

EF 500 mg/L
%

779.4±63.36
66.93± 8.27

383.3±54.53
33.02±3.04

3.00±0.66
0.25± 0.05

3.6±0.89
0.51±0.07

2.8±0.71
0.24±0.06

0.34±0.01
34

AS+EE 50 mg/L
%

665.7±63.11
55.07±2.63

540.3±42.53
44.69±4.54

0.25±0.17
0.02±0.01

0.25±0.17
0.03±0.01

0.50±0.20
0.04±0.01

0.45±0.02
45

AS+EE100mg/L
%

559.3±35.79
51.13± 5.41

534.4±28.85
48.85±1.99

1.0±0.61
0.08±0.01

0.2±0.15
0.03±0.01

0.2±0.19
0.01±0.01

0.49±0.03
49

AS+ EF50 mg/L
%

635.5±50.98
54.04± 4.49

539.6±53.32
45.88± 6.30

0.4±0.19
0.01±0.01 _

0.6±0.31
0.05±0.02

0.46±0.01
46

AS+EF100mg/L
%

564.4±35.98
50.22± 3.51

559.0±26.74
49.74± 3.61

1.20±0.68
0.10±0.05

0.6±0.34
0.09±0.03

0.8±0.06
0.07±0.02

0.50±0.02
50
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Annexe N° 05 : Types d’aberrations  + % des cellules aberrantes à 18H.

traitement Types d’anomalies chromosomiques (18H) IM%
CM MP AP cassure pont

Eau distillée
%

_ _ _ _ _ _

DMSO
%

_ _ _ _ _ _

NaN3 25mg /L
%

2.25± 1.44
0.16±0.09 0.04± 0.05

0.12± 0.12
0.02± 0.01

_ _
0.21

NaN3 50mg/L
%

2.75± 0.06
1.01± 0.05

1.37± 0.30
0.4± 0.05

0.12± 0.02
0.1±0.08

_ _
1.51

NaN3 100mg/L
%

50.14±15.39
4.39± 1.33

2.57± 1,43
0.40± 0.12

0.4± 0.2
0.03± 0.01

_ 0.14± 0.14
0.01± 0.01 4.83

EE 50 mg/L
%

23.62± 5.18
1.08± 0.39

1.87± 0.83
0.09± 0.07

0.62± 0.26
0.02± 0.01

_ _
1.19

EE 100 mg/L
%

16.37± 2.8
1.0± 0.03

1.5± 0.99
0.3± 0,17

0.55± 0.73
0.06± 0.06

0.27± 0.39
0.05± 0.03

_
1.48

EE 300 mg/L
%

16.75± 4.81
1.89± 0.4

3.12± 1.71
0.3± 0.14

0.37± 0.26
0.06± 0.02

_ _
2.29

EE 500 mg/L
%

19.71± 4.66
1.96± 0,45

0.41± 0.18
0.40± 0.01

0.14± 0.13
0.02± 0.01

_ _
2.38

EF 50 mg/L
%

2.87± 1 .76
0.91± 0.16

1± 0.50
0.09± 0.04

0,62± 0.26
0.05± 0.02

0.5± 0.26
0.04± 0.02

_
1.09

EF 100 mg/L
%

2.25± 1.24
0.84± 0.23

0.62± 0.49
0.37± 0.04

0.27± 0.19
0.21± 0.02

1.02± 0.87
0.19± 0.08

_
1.8

EF 300 mg/L
%

2.45± 1.11
0.99± 0.20

1.12± 1.74
0.20± 0.16

0.87± 0.09
0.03± 0.01

0.75± 0.31
0.02± 0.03

_
1.24

EF 500 mg/L
%

14.62± 7,82
1.64± 0.70

1.62± 0,65
0.14±0.06

1.12± 0.55
0.10± 0.05

0.25± 0.25
0.02± 0.02

_
1.9

AS+EE 50 mg/L
%

25.33± 4.93
3.43± 0.45

1.16± 0.72
0.1± 0.06

0.16± 0.14
0.01± 0.01

0.16± 0.14
0.01± 0.01

_
3.55

AS+EE100mg/L
%

14.0± 2.41
2.75± 0.22

0.28± 0.17
0.02± 0.01

0.14± 0.13
0.01± 0.01

_ _
2.78

AS+ EF50 mg/L
%

15.12± 2.68
2.89± 2.67

0.37± 0.17
0.37± 0.04

_ 0.12± 0.12
0.02± 0.01

_
3.28

AS+EF100mg/L
%

13.01± 2.73
2.23± 0.26

0.14± 0.13
0.01± 0.01

0.28± 0.17
0.02± 0.01

0.28± 0.26
0.02± 0.01

_
2.28
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Annexe N° 06 : Types d’aberrations  + % des cellules aberrantes à 24H.

traitement Types d’anomalies chromosomiques (24H) IM%
CM MP AP cassure pont

Eau distillée
%

_ _ _ _ _ _

DMSO
%

_ _ _ _ _ _

NaN3 25mg /l
%

10.3± 6.55
0.29±0.12

0.25±0.13
0.02±0.01

_
_

_
0.31

NaN3 50mg/l
%

25 .1± 3.81
1.19± 0.07

15.57± 4.84
0.42± 0.15

0.25± 0.25
0.02±0.02

_ _
1.63

NaN3 100mg/l
%

53.14±8.35
4.58± 1.7

0.57± 0.36
0.05± 0.03

0.14± 0.14
0.01± 0.01

_ _
4.64

EE 50
%

19.75±5.27
1.07± 0.4

0.77± 0.06
0.06± 0.04

0.15± 0.02
0.01± 0.01

0.15±0.03
0.01±0.01

_
1.15

EE 100
%

25.14±5.08
2.11± 0.46

0.57± 0.07
0.05± 0.04

0.57± 0.41
0.02± 0.01

_ 0.11±0.09
0.01±0.01 2.19

EE 300
%

24.01±3.30
2.25± 0.31

1.62± 0.90
0.14± 0.08

1.07± 0.66
0.07± 0.06

0.37± 0.26
0.03± 0.02

_
2.49

EE 500
%

28.57±5.15
2.03± 0.63

2.57± 0.60
0.46± 0.05

1.96± 0.54
0.20± 0.04

1.99±0.67
0.20±0.06

_
2.89

EF 50
%

13.0± 3.26
1.17± 0.25

2.5± 1.48
0.22± 0.12

1.37± 0.26
0.12± 0.02

0.62± 0.12
0.06± 0.01

_
1.47

EF 100
%

18.2± 2.12
1.72± 0.19

1.25± 0.56
0.10± 0.04

0.75± 0.41
0.03± 0.01

0,21± 0.09
0.02± 0.01

_
1.87

EF 300
%

24.7± 2.54
1.81± 0.18

1.31±0.03
0.11±0.06

1.62± 1.32
0.05± 0.02

0.17± 0.09
0.01± 0.01

_
1.98

EF 500
%

14.12±3.51
1.28± 0.31

13.25± 0.99
1.14±0.06

0.75± 0.48
0.06± 0.04

0.16±0.14
0.01±0.01

_
2.49

AS+EE 50
%

36.83±1.44
2.62± 0.13

16.03±4.23
0.90±0.23

_ 0,16± 0,14
0.03± 0.01

_
3.55

AS+EE 100
%

35.4± 1.70
2.49± 0.16

2.85± 0,51
0.19± 0.05

0.42± 0.27
0.04± 0.02

0.75±0.18
0.06±0.01

_
2.78

AS+ EF50
%

45.12±2.78
3.14± 1.23

0.97± 0.37
0.08± 0.03

_ 0.75± 0.12
0.06± 0.02

_
3.28

AS+EF100
%

28,8± 1.68
2.28± 0.15

0.75± 0.17
0.06± 0.01

0.21± 0.13
0.02± 0.01

0.21± 0.18
0.02± 0.01

_
2.28
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Annexe N° 07 : Types d’aberrations  + % des cellules aberrantes à 48H.

traitement Types d’anomalies chromosomiques (48H) IM%
CM MP AP cassure pont

Eau distillée
%

_ _ _ _ _ _

DMSO
%

_ _ _ _ _ _

NaN3 25mg /L
%

_ 1.12±0.44
0.13±0.03

0.12±0.12
0.07±0.01

_ 0.7

NaN3 50mg/L
%

1.14± 0.83
1.99± 0.06

7.14± 0.77
0.62± 0.22

0.57± 0.57
0.15±0.05

_ _ 2.76

NaN3 100mg/L
%

34.83±19.19
4.97± 1.54

_ _ _ _ 4.97

EE 50 mg/L
%

36.37±6.08
1.35± 0.54

9.5± 1.99
0.67± 0.17

2.5± 0.73
0.03± 0.06

0.87±0.39
0.08±0.03

_ 2.13

EE 100 mg/L
%

26.71±6.83
2.07± 0.64

3.14± 1.88
0.17± 0.16

3.57± 1.39
0.02± 0.12

0.85±0.46
0.07±0.04

_ 2.33

EE 300 mg/L
%

16.5±4.68
1.96± 0.45

2.87± 0.97
0.27± 0.09

1.75± 0.31
0.06± 0.02

_ 2,29

EE 500 mg/L
%

4.12±2.66
1.93± 0.24

0.12± 0.12
1.01± 0.01

_ _ _ 2,94

EF 50 mg/L
%

13.62± 3.62
1.27± 0.34

2.5± 1.02
0.22± 0.08

1.25± 0.56
0.11± 0.05

0.62± 0.49
0.05± 0.04

_ 1.65

EF 100 mg/L
%

7.42± 2.35
1.29± 0.21

1.42± 0.57
0.10± 0.05

2.57± 0.53
0.04± 0.14

0.28± 0.17
0.07± 0.04

_ 1.50

EF 300 mg/L
%

9.37± 1.92
1.09± 0.18

3.37±0.68
0.31±0.06

1.12± 1.61
0.10± 0.05

1.62± 0.32
0.06± 0.03

_ 1.65

EF 500 mg/L
%

21.71±5.94
1.97± 0.5

3.57± 1.30
0.33±0.12

2.28± 0.84
0.15± 0.08

0.71±0.28
0.06±0.02

_ 2.49

AS+EE 50 mg/L
%

0.66±0.57
2.05± 0.05

0.16±0.14
0.01±0.01

_ 0.16± 0.14
0.01± 0.01

_ 2.07

AS+EE100mg/L
%

1.42± 0.91
0.43± 0.09

_ _ _ _ 1.43

AS+ EF50 mg/L
%

15,12±4,36
2,37± 0,41

1.12± 0.74
0.03± 0.02

_ 0.25± 0.25
0.02± 0.02

_ 2.42

AS+EF100mg/L
%

2.62± 0.98
0.3± 0.07

0.25± 0.16
0.12± 0.01

_ _ _ 1.42
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Annexe N° 08 : Types d’aberrations  + % des cellules aberrantes à 72H.

traitement Types d’anomalies chromosomiques (72H) IM%
CM MP AP cassure pont

Eau distillée
%

_ _ _ _ _ _

DMSO
%

_ _ _ _ _ _

NaN3 25mg /L
%

_ 4.62±1.78
0.39±0.15

_ 0.12±0.12
0.02±0.01

_
0.41

NaN3 50mg/L
%

19.85± 1.85
1.89± 0.08

15.42± 1.92
1.15± 0.14

_ 0.18±0.14
0.05±0.01

_
2.99

NaN3 100mg/L
%

59.16±28.06
5.67± 2.65

1.83±1.34
0.17±0.13

_ _ _
5.84

EE 50 mg/L
%

35.5±5.86
2.11± 0.49

10.75± 1.93
0.14± 0.16

2.37± 0.94
0.07± 0.02

1.06±0.03
0.01±0.01

_
2.33

EE 100 mg/L
%

26.57±6.12
1.97± 0.51

2.28± 1.39
0.21± 0.12

3.42± 0.94
0.01± 0.01

3.14±1.22
0.08±0.01

_
2.27

EE 300 mg/L
%

21.12±3.70
1.87± 0.30

4.75± 0.75
0.31± 0.06

1.25± 0.45
0.21± 0.04

0.12±0.12
0.09±0.01

_
2.48

EE 500 mg/L
%

11.5±5.14
1.97± 0.48

2.75± 0.99
0.79± 0.09

_ 0.5±0.37
0.06±0.03

_
2.82

EF 50 mg/L
%

16.42± 5.58
1.51± 0.52

3.42± 1.11
0.31± 0.10

0.85± 0.43
0.07± 0.04

_ _
1.89

EF 100 mg/L
%

7.37± 2.35
0.99± 0.22

3.25± 0.82
0.29± 0.07

1.02± 0.37
0.07± 0.03

0.5± 0.26
0.04± 0.02

_
1.39

EF 300 mg/L
%

11.14± 1.82
1.07± 0.17

4.57±1.21
0.44±0.11

0.42± 0.52
0.14± 0.05

0.28± 0.28
0.02± 0.02

_
1.67

EF 500 mg/L
%

13.62±2.52
1.95± 0.21

2.5± 0.94
0.41±0.08

1.01± 0.5
0.18± 0.04

0.5±0.32
0.04±0.02

_
2.58

AS+EE 50 mg/L
%

4.16±0.98
1.54± 0.17

0.5±0.29
0.14±0.02

_ 0.16± 0.14
0.01± 0.01

_
2.09

AS+EE100mg/L
%

9.5± 1.4
1.86± 0.12

0.62±0.37
0.05±0.03

_ 0.12±0.12
0.01±0.01

_
1.92

AS+ EF50 mg/L
%

7.5±3.78
0.91± 0.33

0.5± 0.5
0.04± 0.04

0.12±0.12
0.01±0.01

0.5± 0.37
0.04± 0.03

_
2.00

AS+EF100mg/L
%

5.28± 1.64
1.37± 0.15

0.42± 0.30
0.04± 0.02

_ _ _
1.41



Résumé :

Fraxinus angustifolia, une espèce très répandue dans les régions méditerranéennes, voir l’Algérie et le maroc,
qualifiée de plante médicinale pour son pouvoir de guérison de plusieurs maladies tel que la goutte et l’arthrite.
Le but de cette étude est l’évaluation des effets génotoxique/antigénotoxique de ses extraits éthanoliques de
feuilles et de l’écorce, en utilisant le test de génotoxicité Allium cepa. Différentes concentrations de ces extraits
ont été appliquées ; 50mg/L, 100mg/L, 300mg/L et 500mg/L pour une évaluation génotoxique de la plante. Un
traitement combiné des racines de Allium cepa par d’azide de sodium 100mg/L et différentes concentrations des
extraits (50 et 100mg/L) a permis l’évaluation de son pouvoir antigénotoxique. La mesure des racines le calcul
des indices mitotiques et le dénombrement des aberrations sont les paramètres principaux de cette
expérimentation, ceci en fonction du temps d’incubation avec les différents traitements (18H, 24H, 48H et 72H),
ces traitements ont été comparés au contrôle positif (Azide de sodium) et aux contrôles négatifs (Eau distillée,
DMSO <0,1%).
D’après l’observation microscopique et le calcul de l’indice mitotique, l’azide de sodium a induit des aberrations
chromosomiques et un déclin dans l’indice mitotique, ceci en fonction de la concentration et du temps
d’exposition. Les extraits de feuilles et de l’écorce de Fraxinus angustifolia ont marqué un effet cytotoxique et
génotoxique faible lors du traitement avec les concentrations faibles (50mg/L, 100mg/L) et un effet génotoxique
et cytotoxique plus marqué lors du traitement avec des concentrations plus élevées (300mg/L et 500mg/L), avec
des effets visibles pour les plus longues périodes d’incubation (48H et 72H).
Par contre le traitement combiné par l’azide de sodium et les extraits de l’écorce et des feuilles a montré un
potentiel antigénotoxique, selon le temps d’incubation et la dose de l’extrait, contre les effets de l’azide de
sodium à100mg/L.

Mots clés : F.angustifolia, Allium cepa, indice mitotique, aberrations chromosomiques, azide de sodium.

Abstract :

Fraxinus angustifolia is a widespread species in the Mediterranean region, mainly Algeria and Morocco. It is
described as a medicinal plant for its healing power of several diseases such as gout and arthritis. The aim of this
study is the evaluation of genotoxic / antigenotoxic effects of its leaves and bark ethanol extracts, via eukaryote
species model Allium cepa root cells. Different concentrations of the extracts were applied: 50mg / L, 100mg /
L, 300mg / L and 500mg / L for evaluating the genotoxic effect of this plant. A combined treatment by sodium
azide 100mg / L and different concentrations of the extracts (50 and 100 mg / L) has allowed the evaluation of
the antigenotoxic effect. Allium cepa root growth measurements and the mitotic index scoring aberrations are the
main parameters of this experiment, as a function of incubation time with the different treatments (18H, 24H,
48H and 72H), compared to positive controls (sodium azide) and negative controls (distilled water, DMSO
<0.1%).
According to microscopic observation and calculating the mitotic index, sodium azide induced chromosomal
aberrations and a decline in the mitotic index, in dose and exposure time dependent manner. Fraxinus
angustifolia leaves and bark extracts marked a low cytotoxic and genotoxic effects during treatment with lower
doses (50mg / L, 100mg / L) and more marked genotoxic and cytotoxic effects during treatment with higher
doses (300mg / L and 500mg / L) and longer time exposure (48H and 24H).
Combined treatment by sodium azide and plant extracts showed antigenotoxic potential according to the
incubation time and extracts doses against induced damages of sodium azide (100mg /L).

Key words: Fraxinus angustifolia, Allium cepa, mitotic index, chromosomal aberrations, sodium azide.
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