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Introduction

Introduction

La mutagénése et cancérogénése sont la conseéquence principale de différentes contaminations
trouvées dans I’air, 1’eau, le sol et I’alimentation. A cet effet les composes genotoxiques sont
devenus un objectif important de la santé, afin de réduire I'exposition humaine directe et
indirecte a ces substances toxiques (Feretti et al., 2007).

L’utilisation des plantes en médecine (phytothérapie) est tres ancienne, c¢’est derniéres années,
I’Homme a prouvé leurs efficacités et leurs bienfaits. Une plante est dite médicinale
lorsqu’elle contient au niveau de ses organes un ou plusieurs principes actifs a des fins
thérapeutiques. Il est possible de les utiliser entiéres ou leurs produits d’extraction (Marc,
2001).

L’utilisation de ces plantes & des fins medicales ou alimentaires, repose souvent sur I'a priori
que ces plantes ne possedent que des vertus et sont donc intrinsequement inoffensives. Mais il
est bien connu que beaucoup de produits secondaires des plantes sont fortement toxiques et
beaucoup d'autres peuvent étre potentiellement génotoxiques et/ou cancérogénes. En
conséquence, I'évaluation de l'activité génotoxique et mutagénique des plantes utilisées en
médecine traditionnelle revét une importance cruciale. Les composés potentiellement
mutagenes et cancérogenes peuvent étre détectés facilement par les tests de génotoxicite.
Dans le présent travail, nous avons choisi le test Allium cepa pour évaluer l'activité
génotoxique et antigénotoxique des bourgeons de différentes concentrations de P. nigra. Ce
teste est couramment utilisé et présent un large domaine d’applications, les résultats obtenus
par ce test sont en accord avec ceux d'autres systémes d’essais (Feretti et al., 2007).

P. nigra est largement utilisée, en médecine traditionnelle Algérienne, plusieurs études ont été
conduites sur les bourgeons de P. nigra et plusieurs activités biologiques lui ont été attribuées.
A notre connaissance, aucun travail n’a été réalis¢ dans le but d’évaluer la génotoxicité et
I’activité anti-genotoxique des bourgeons de P. nigra..

C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a determiner le potentiel cytotoxique,
génotoxique et anti-génotoxiques de 1’extrait éthanoliques des bourgeons de P. nigra a

différentes concentrations.

Ainsi, apres avoir introduit des généralites sur les métabolites secondaires et leurs effets
biologiques, nous allons évaluer I’activité anti-proliférative, génotoxique et anti-génotoxique

de I’extrait de bourgeons de P. nigra sur des cellules méristématique d’Allium cepa.



Synthése bibliographique

1.1 Les métabolites secondaires

Les cellules végétales synthétisent deux types des composes appelés métabolites primaires et
secondaires, les premiers produisent les molécules de base telles que les acides nucléiques,
lipides, protéines, acides aminés et glucides, nécessaire pour la production des métabolites
secondaires (Mohammedi, 2013). Les seconds sont indispensables pour notre alimentation
(godt, couleur) et certains (flavonoides, alcaloide,....) ont une application dans les domaines

pharmaceutiques et biomédicaux (Da Silva, 2004).

La synthése de ces derniers est une réponse de la plante au stimuli environnementale pour leur
protection en vers les agents comme les champignons, les bactéries, les animaux et méme les
autres plantes (Misirli et al., 2001). Nous citerons ci-dessous gquelques importants groupes

phytochimiques, source de molécules biologiquement actives.

1.1.1 Les huiles essentielles et les Terpénes

Les huiles essentielles sont des accumulations des produits de métabolisme secondaires
d’origine végétale (Sanon et al., 2002), entrainables par distillation, par solvants ou par
vapeur d’eau (Smallfield, 2001), pouvant contenir plus de 300 composés différents. Ces
composés sont des molécules volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des
terpenes (Sell, 2006).

1.1.1.1 Biosynthese

Les huiles volatiles sont synthétisées a partir :

- materiaux volatils : un couplage de plusieurs unités isopreniques (methyl-2-buta-1,3-
diene) Figure (1), ou un mélanges complexes des monosesquiterpene hydrocarbones et
des dérivés oxygénés (Svoboda et hampson, 1999); deux unités pour les monoterpénes
(C1oH1s) et trois pour les sesquiterpénes (CisH24 (Vila et al., 2002).

- phényl propanoides d’acide shikimique Figure (2) (Hatanaca et al., 1987).

CHs

|
HQCJ’C\ (l_-;—';f"""o'_"‘z

H
I

Figurel : Structure de Méthylbutadiéne= méthyl-2-buta-1,3-diene (Hatanaca et al., 1987)
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Figure 2: Biosynthese de différentes classes terpéniques (Dubye et al., 2003).

1.1.1.2 Classification
La classification des huiles essentielles repose sur celle des terpénes qui sont les constituants

majoritaires (Vila et al., 2002).
Les terpénes ou terpénoides ont des structures homologues qui se différent par la longueur des

chaines isopréniques, ils ont été classés selon le tableau suivant:
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Tableau I: La classification des huiles essentielles et leurs structures (Dubye et al., 2003) .

La classe de | Nombre Nombre | Structure
terpéne unité de

isoprénique | carbone
Hemiterpene | Une unité | Cs /b

T

Monoterpéne | Deux Co J\/\J\/\

unités = =
Sesquiterpéne | Trois Cis

unités = = =
diterpéne Quatre Coo

unités
Triterpéne Six unités | Cgp R y p
(Stéro.l.des) "“-T-.'f’ e T e o e

n unités (C5) n= /k/‘
polyterpene 9-30 (- >)n

000

1.1.2 Les Alcaloides
W. Meissner a proposé pour la premiere fois le terme alcaloide, de alkali-like en 1819 (Hess,

2002). Ce sont des substances organiques azotées naturelles (Harborne et Herbert, 1995)

présentant une grande diversité structurale de tres simple a trés complexes (Koskinen, 1993).

Les alcaloides sont des molécules trés intéressantes au point de vue biologique car certaines

sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes utilisés comme médicaments, poisons ou

encore comme psychotropes (Hess, 2002).
1.1.2.1 La biosynthése

Le squelette de la plupart des alcaloides indoles proviendrait du tryptophane, de la

phénylalanine et de la formaldéhyde (Nakanishi, 1999).

OMe
DNe

ONMe

Strychnine =

Réserpine

Figure 3: la structure de différents alcaloides (Hess, 2002).
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1.1.2.2 La classification

Il est trés difficile de présenter toutes les molécules d’alcaloides avec les différentes sous
familles en raison de leur grande diversité. Donc, dans cette partie, quatre grandes sous
familles vont étre exposées. lls peuvent étre classés en fonction de leur structure chimique, de
leurs activités biologiques et écologiques ou de leur voie de biosynthése. Les précurseurs de
quelque type d’alcaloides sont cités dans le ci-dessous (Sui et al., 2007).

Les alcaloides hétérocycliques

v

v' Les alcaloides de type isoquinoline

v’ Les alcaloides avec un atome d'azote exocyclique ou aliphatique
v

Alcaloides stéroidiens
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Tableau I1: différents types d’alcaloides et leurs précurseurs (Muniz, 2006).

Acide aminé Type d’alcaloide

CoGH L. oL
”—"’“/\/\I<H Pyrrolidines, pyrrolizidines, tropannes.

WH,
Omithine

"—"“\/‘\/\ﬁﬁﬁi” Pipridines, quinolizidines, indolilzidines.

CoLH
N M Alcaloides du type éphédrine, isoquinoléines.

R=H , Phénylalanine
R=1H Twrsine

CH
ooy
H
b NH, Indoles.
Iy
H
Trypiomhane
mDH - - - - -
@I: Quinoles, quinazolines, acridines.
NH,
Ao ide anthraniliowe
- OO H o
<. | Pyridines.
A ciade oo tinig we
. CoH
< I H Imidazoles.
MH
N
. . . Histidine . .
Via amination Alcaloides terpeniques et stéroidiens.

1.1.3 Les Polyphénols

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des substances phytochimiques issues de
sous-produits de métabolisme des plantes avec une vaste distribution dans le regne végétale
dont un constituant organique comporte au moins un anneau aromatique et un ou plusieurs
groupement hydroxyles (Psotova et al., 2003). Ils sont associés a la dormance des bourgeons,

croissance cellulaire, différenciation, floraison, tubérisation et I’organogénes (Hadi, 2004).



Synthése bibliographique

1.1.3.1 Biosynthese
Les composés phénoliques issus de la grande voie d’aromagenése ; shikimates ou acide

shikimique et de la voie acétate (Naczk et Shahidi, 2004).

[La voie acetare | | |

Cycle de

Acides aminés Glucides C"J"l“ o0
L Sol

Acétvi-CoA Acide shikimique
CHy HOOC, CH;-CO-COOH
H;

/

0% st OH

Malon)'l CoA Acide préphénique

Phénols Slmpll:! phen).]mpm,dm

OH

; Cs-C3

HO. O
Q ~
aH Hy

v

Chalcone:

Figure 4: Biosynthése des composés phénoliques (Escarpa et Gonzalez, 2001).

1.1.3.2 Classification
A cause de leur diversité les auteurs ont proposé plusieurs classifications, les polyphénols les

plus répandus (Beta et al., 2005) ont été classés selon le nombre d’atomes de carbone puis

selon la structure squelettique de la molécule (Bruneton, 1999) (Tableau ):
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Tableau I11: les principales classes des polyphénoles ( Hennebelle,2006).
Numéro d’atome
de carbone Squelette de base Classe Exemple
6 C6 Phénoles simples Cathécol,hydroquinone
7 C6-C1 Acides phénols Ac. Gallique,
benoiques Ac.salysalique, vaniline.
8 C6-C2 3-acétyl 6-
Ac étophénones méthoxybenaldehyde
9 C6-C3 Acides phénols Ac. Coumariques, Ac.
cinnamiques cafééique
10 C6-C4 Naphtoquinones Shikonine
13 C6-C1-C6 Xanthones Bellidifoline,mangoctine.
14 C6-C2-C6 Stiblenes Hydrangénol, Pinosylvine
15 C6-C3-C6 Flavonoides Quercétine
Isoflavoinoides Roténoide
18 (C6-C3)2 Lignanes Matairésinol
30 (C6-C3-C6)2 Biflavonoides Amentoflavone
Hinokiflavone
n (C6-C3-C6)n Tanins condencés Aesculitanins
(proanthocyanidols)

- Les acides Phénoliques
Les acides phénols ou phénoliques ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols. Ils
sont incolores et rares dans la nature (Haslam, 1994).
Ces acides sont présents dans certains végétaux, ils ont composés :
- d’acides benzoiques tels queles acides p-hydroxybenzoiques, vanilliques et
syringiques.
- d’acide cinnamique les plus répandus sont les acides p-coumarique, cafeiques (Macheix

etal., 1990).
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CH=CH-COOH
COOH
R4
Ry R, R R;
Rs H
Acide hydroxybenzoique (AHB) Acide hydroxycinnamique (AHC)

Figure 5: Structure des composants des acides phénoliques (Macheix et al., 2005)

- Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du régne végétal
(Ghedira, 2005), la présence d'une structure phénolique dans leur molécule et d'une structure
flavone les différencie des autres polyphénols (Toufektsian et al., 2008). Responsables de la
coloration des fleures, fruits et des feuilles, les flavonoides (anthocyanines) sont les
métabolites secondaires les plus étudiés chez les plantes (Hadi, 2004).

e
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Figure 6: Structure de squelette des flavonoides (Dacosta, 2003).
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Selon leur structure chimique les flavonoides ont été classés en six principales classes qui sont
dans le schéma ci-dessous.
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ST

Anthucyanmes @
@

Figure 7: Classification des flavonoides (Boros et al., 2010).

- Les Tannins

IIs sont des composeés phénoliques polaires d’origine végétale, a poids moléculaire 500-3 000
Dalton (Berthod et al., 1999). Ce sont des esters du glucose ou de I’acide gallique qui
constituent des complexes avec les macromolécules, en particulier les protéines. Ces
composés peuvent étre formés par polymeérisation des unités de quinones (Cowan, 1999).

On distingue deux classes différentes de tannins (le tableau IlI).

Tableau IV : Les classes des tannins et leurs structures (Frutos et al., 2004).

Classe Hydrolysables Condensés (proanthocyanidine)

Constitution | -Ester de glucose Polyméres de catéchine et

leucoanthocyanidines ou un

mélange des deux.

Structure o o A OH

oH HO

o (o]
o HO o & o OH OH oH
oH HO o OH OH ‘/ B\‘
© on o HO. k.0, >
HO Q o o d < oM

0
a o N AL ]\/\ n
Acide gallique o \r - OH __OH
oH OH E[
HO o Ha by HO\",%/O Z0H
NP
1,2,3,4,6-pentagalloyl-O-D-glucose \\]f " ™0H

Figure 8: Structures de l'acide gallique et d'un

tannin gallique (Mueller-Harvey, 2001).

Figure 9:Structure d’un tanin
condense (Li et al., 2004).
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1.1.4 Coumarines

Les coumarines ont été isolées pour la premiere fois en 1820, vient d’un nom amazonien «
cumaru » (Bruneton, 1999). lls se répartissent dans plus de 70 familles de dicotylédones et 9
familles de Monocotylédones. Ces molécules sont des composés phénoliques portant un
noyau benzopyrone dans leur structure, elles existent sous forme libre ou hétérosides
(Alignan, 2006).

Q

N

Figure 10: Structure des coumarines (Igor, 2002).

Ces composés sont classés d’apres la nature d’une substitution sur un cycle aromatique en :

Coumarines Simples Coumarines Phénylées
R 5 4
\\ 3 }HC
R, 0 (¢
R 8 }}IC

- Furanocoumarines (Linéaires et Angulaires) :

Linéaires Angulaires
R s
4
/ Ik
o o o
R

Figure 11 : Classe des composes selon la nature d’une substitution sur un cycle aromatique

11
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1.2 Les activités biologiques

L’intérét métabolique porté sur les composés actifs des plantes fait a I’heure actuelle, I’objet
d’un grand nombre de travaux, grice a leurs excellentes propriétés biologiques. Plusieurs
activités ont été attribuées aux différentes classes des phytochimiques (Tableau V). Des
¢tudes pharmaceutiques s’intéressent de plus en plus a la grande famille des polyphénols, car

malgré I’efficacité des traitements chimiques, leur utilisation décroit vu les effets secondaires

engendres suite a un traitement & long terme avec les drogues chimiques.

Tableau V: Activités attribuées aux différentes classes des métabolites secondaires

Activités Composés Références
Antimicrobienne flavonoides Ulanowska . 2006.
Coumarines Kostova, 2005.
Antibactérienne flavonoides Ulanowska et al., 2006,
Antifongique flavonoides Ortuno et al., 2006.

Les huiles essentielles

Pauli, 2001.

Antivirale Flavonoides Choi et al., 20009.
coumarines Singh et al., 2005.

Antiradicalaire flavonoides Siess et al., 2000.

Anticancereux Flavonoides Pietta, 2000.
Polyphénols Jhonson, 1999

Huiles essentielles

Béliveau et al., 2006.

Antioxydante

Polyphénols
Les flavonoides

Huiles essentielles

Oszmianski et al., 2007
Igor, 2002
Butterfield, 2002.

Anti—-inflammatoire

Terpenes

Huiles essentielles

Bruneton, 1999
Maruyama et al., 2005

Cytotoxique

Coumarines

Huiles essentielles

Kostova, 2005.
Edris, 2007.

12
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1.2.1 L’activité génotoxique

La toxicologie génétique a pour but d'apprécier le mode d'action d'un agent chimique ou
physique mutagenes sur le matériel génétique et d'en mesurer les conséquences en terme de
mutations. L’agent peut affecter les cellules somatiques ou sexuelles (Dégremont et Cachot,
2009).

Les agents génotoxiques sont des agents susceptibles de provoquer des mutations directes ou
indirectes de I’ADN, par rupture d’une ou les deux chaines d’ADN (Raffine, 2009), par
modification des bases (délétion substitution, mésappariement) (Pilliere et Falcy, 1991). lls

peuvent étre chimiques, physiques ou biologiques.

Tableau VI: les différents agents génotoxiques.

Agents physiques Agents chimiques Agents biologiques

Radiation ionisantes (UV) et|Substances  capables de | Les virus (HIV) (Etine et
non ionisantes (RX) (Michel, | modifier la structure ou la|al., 2001)
2011) complémentarité (par
désamination,  depurination,
oxoguanine...)  (Pilliere et
Falcy, 1991)

- L'azide de sodium

L'azide de sodium (NaNj3) fait partie de la famille des azotures, est un agent mutagene
chimique bien connue qui peut provoquer des mutations dans le génome des cellules
eucaryotes ou procaryotes (Khan et al., 2011), ¢’est un promutagéne car il est métabolisé par
les cellules en une forme mutagene (azidoalanine) qui est capable d’affecter les différentes
cellules (Khan et al., 2009).

13
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1.2.2 L’activité mutagenique et antimutagenique

Plusieurs études ont été réalisées pour la détermination de D’activité mutagenique et
antimutagenique des principes actifs des extraits des plantes médicinales. D’autres études ont
prouvé que la consommation des produits veégétaux contenants des composés comme les
alcaloides, les tanins, les flavonoides est associée avec la reduction de risque de certaines
maladies chroniques telle que le cancer (Kris-Etherton et al., 2002), car ces composés ont la

capacité d’influencer le cycle cellulaire comme suite :

» Inhibition de I’activation des procarcinogénes en stimulant la réparation d’ADN muté

a la phase d’initiation (Brindzova et al., 2010).
> Suppression de la tumeur a la phase de promotion (Scalbert et al., 2003).

Les isoflavones et flavones agissent par plusieurs mécanismes :

> Induction de blocage du cycle cellulaire et la mort cellulaire.
» Prévention de 1’oxydation et induction des enzymes antioxydantes.

» Régulation du systéme immunitaire et modification de la signalisation cellulaire (Bert
et al., 2001).

D’autres études confirme que certaines composés comme résvératrol peuvent agirent comme
inhibiteurs des trois phases de cancérisation (initiation, promotion et propagation) ou

suppression des genes de protéines kinases (Berki et al,. 2003).

1.2.2 Activité antiproliférative
Les plantes traditionnellement utilisées comme agents anticancéreux ont été évalués in vitro
pour leur activité antiproliférative, il a été montré que cette activité est trés significative

contre plusieurs lignées cellulaires. Ces plantes contiennent des substances capables d’inhiber

la division cellulaire, on cite les alcaloides (Talib etfMahasneh| 2010).

Les agents anti-prolifératifs agissent selon plusieurs mécanismes
= Les agents cytotoxiques forment des liaisons covalentes avec les nucléotides de la

chaine ADN et inhibent ainsi la réplication ;

14
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= Agents antimétabolites. Ils bloquent ou détournent une ou plusieurs voies de synthése
de ’ADN.

= tubulo-affines et apparentés. Produits qui affectent de facon spécifique la fonction du
fuseau mitotique par liaison a la tubuline

= Les inhibiteurs de ’activité protéine-tyrosine kinase (Lechat, 2006).

= Plusieurs mécanismes d’action ont été identifiés pour isoflavone/flavones, ils agissent
par induction de 1’arrét du cycle cellulaire et apoptose, par prévention de 1’oxydation,
induction des enzymes antioxydantes, régulation du systétme immunitaire et
modification de signalisation cellulaire. La combinaison de ces mécanismes peut étre

responsable de la prévention du cancer par ces composes (Birt et al., 2001)

1.2.3 Méthode d’évaluation de la génotoxicité et anti-génotoxicité
» Le test d’Ames : c’est un test biologique fut décrit par Bruce Ames en 1973, il montre
I’activité mutagénique et anti mutagénique des composés chimiques des extraits des

plantes médicinales (Lah et al ., 2005 ; Knezevec et al., 2006).

Il repose sur I’utilisation des souches bactériennes mutantes S. typhimurium
auxotrophe pou I’histidine, et si une réversion d’une mutation se produit, il y aura la
croissance des colonies dans un milieu minimum (Fratiani et al., 2006), un extrait
appelé (S9 mix) qui est un extrait de fois des rats, est ajouté pour stimuler 1’effet du
métabolisme. Certains composés comme benzopyrane métabolisé conduit a la

formation des produits carcinogenes (Etianne et al., 2001).

> Le test Smart w/w : c’est un test de génotoxicité in vivo appliqué chez la drosophile
apres le traitement de la larve, il repose sur la détection des colonnes withe
homozygotes des yeux chez la drosophile qu’est un résultats de la perte
d’hétérozygote et expression du géne white porté par le chromosome X chez la
femelle ,pour les produits chimiques ont été analysé par ce teste qui montre une grande

capacité de détection des effets mutagenes et antimutagénes (Vogel et al., 1993) .

» Test Comet: 1’électrophorése sur gele ou I’analyse unicellulaire de comet est une
technique pour doser des dommages et la réparation d’ADN in vivo et in vitro dans les

cellules eucaryotes ou procaryotes (Verschaeve et al., 1995), elle se base sur la détection
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de la rupture super colloide de I’ADN double brin, ce que mene a la réduction de la taille

de la grande molécule et ses dommages (Nesslany et al., 2007).

Noyau legéroment endormemoage Noyau hautement encommage

Figure 12: Altération primaire de I’ADN —Test des cométes

> Test de micronoyau : est un test in vitro qui détecte les produits induisant la
formation les petites membranes des fragments d’ADN li¢ au micronoyau dans les
cytoplasmes des cellules en interphase (Feneche, 2000). Les agents modifiants la
structure et la ségrégation des chromosomes et leur capacité a introduire des
micronoyaux dans les cellules en interphase sont détectés par ce test (Knezevec et al.,
2005).
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1.3 Populus nigra (peuplier noir)

Le terme latin “populus”, signifie le “peuple” (Héne and Dobbertin, 2006). Le
nom Populus fait référence au fait que les arbres sont souvent plantés autour des lieux de
réunion publique a I'époque romaine. Alors que noire est la couleur du tronc et des branches.
1.3.1. Description

Le peuplier noir est un arbre robuste, largement arrondi (White, 1993), qui peut atteindre des
hauteurs de 20 a 30 m et un diamétre d’environ 1 m a 1,20 m au bout de 15 ans (Ben Slimen,
2003). Les peupliers peuvent vivre plus de 250 ans et il y a des documents historiques des
arbres existants avant 1715 (White, 1993).

C’est un arbre peu sensible au froid. Lorsqu’il est planté dans des conditions acceptables, il
s’accroit couramment de un a deux meétres par an en hauteur, et de 6 a 10 cm en circonférence

ans. (Ben Slimen, 2003).

Figure 13: Aspect de I’arbre de P. nigra
1.3.2 Habitat
Le Peuplier noir est une espéce de pleine lumiere, pionniere, dont les racines ont besoin
d’oxygene et se développent dans la terre humide (Cagelli and Lefévre, 1995).
Les sols les plus favorables sont donc les sols aérés, riches en azote avec un pH basique a
neutre, meubles, frais, homogeénes, ot le plan d’eau se maintient a une distance comprise entre

1 et 2 métres de la surface (Ben slimen, 2003).

1.3.3 Caractéristiques morphologiques

- Les feuilles

Les|feuilles| du peuplier noir, apparaissent apres les|fleurs| sont de forme triangulaire a

losangique, avec la pointe allongée a un point aigu et les bords des feuilles ont des dents
arrondies, avec le dessous étant lIégérement velu. Elles sont vertes et lisses des deux cotés et

jaunes en automne. Leur|pétiole| parfois rougeatre, est aplati au sommet (White, 1993).
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- Les Fleurs

Figure 14: feuille de P. nigra.

L'espéce est dioique (a plantes males et femelles) qui se produit par voie végétative

(boutures) et les fleurs unisexuées males et femelles poussent sur des arbres et des fleurs

séparées en chatons avant que les feuilles sortent (Hane and Dobbertin, 2006). A leur

apparition, les chatons males sont gros, et de couleur rouge a pourpre. Les chatons femelles

sont plus fins et le plus souvent vert clair (Riviere, 2007; White, 1993). La pollinisation ainsi

que la dispersion du

pollen

se fait par le vent (anémophile) (Barsoum, 2003; Delarque, 2006).

< -‘ : g &
Figure 15 : Fleur femelle. Figure 16 : Fleur mal.

- Les Fruits

Ils sont de petites capsules rondes a deux ou quatre valves groupées en épi. Les arbres

femelles Appeler «cotton wood» (arbre a coton) (Hane and Dobbertin, 2006) car liberent

au vent une sorte de bourre de coton hydrophobe contenant les graines neige en avril. Ces

derniéres trés 1égeres sont dispersées sur plusieurs dizaines de métres. Quand ’une d’elle

atteint un sol accueillant, la graine peut alors germer en quelques jours (Lefevre, 2001).
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- L’¢corce

Epaisse, fissuré, de couleur gris foncé puis noiratre avec

des bosses et broussins sur le tronc (Hane and
Dobbertin, 2006)

Figure 17 : I’écorce de P.nigra
- LeTronc
Massif, plus ou moins bosselé a 1’écorce gris foncé avec de grands renflements (Riviere,
2007)
- Les bourgeons
Glabre et tres visqueux (Marnotte et al., 2006).

1.3.2 Position dans la systéematique

Regne : Végétale

Sous regne : Eucaryotes
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Monochlamide

Ordre : Salicales

Famille : Salicacées

Genre : Populus
Espéece : Populus nigra (Quezel and Santa, 1962).
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1.3.3 Appellations
En France: Plusieurs appellations comme Peuplier noire, Peuplier noire européen, Peuplier

franc, Liard, Léard, Liardier, Biouté ou Biolasse.

Chez les anglophones Blak poplar

Nom arabe : Sefcaf

Le nom berbére: Asgarsif. (Hane and Dobbertin, 2006; Beloued, 2009).

1.3.4 Répartition

Il a une vaste aire de répartition dans toute 1'Europe et I’Asie, et se retrouve également en
Afrique du nord, en Algérie plus précisément a oued Kissir-Jijel, ait ouabene a tizi ouazou
ainsi qu’en Kabylie. L'aire de répartition s'étend de la Méditerranée au sud, a environ 64 ° de
latitude au nord et des iles britanniques a I'ouest au Kazakhstan et de la Chine a I'est (Arbez
and Lacaze, 1998). L'aire de répartition comprend également le Caucase et de grandes parties

du Moyen-Orient.

Aujourd'hui, en raison d'un croisement de races pour améliorer la rentabilité de la
populiculture (culture du peuplier), la race pure ne se rencontre plus que dans les hautes

vallées des Alpes, du Massif Central et des Pyrénées (Hane and Dobbertin, 2006)

1.3.5 Importance et usages
Les peupliers noirs ont souvent été utilisés pour délimiter les frontiéres en raison de leur
forme distinctive et spectaculaire (Abraham and Penfold, 2001). Les troncs fourchus forment
le soutien structurel des batiments et des branches ossature ont été utilisées comme fourrage
pour le bétail (Cottrell, 2004).

-Utilisation du bois : Le bois du peuplier noir a été utilisé pour :
-Le revétement de sol a proximité de feux ou sa résistance au feu était un avantage.
-Les fonds de wagons, des crosses de fusil, des cloisons stables et blocs de frein, en raison de
ses propriétes résistantes et d'absorption de choc.
-les sabots, les meubles et les boites de fruits (Cottrell, 2004), pour le contre plagquage,
I'emballage, les panneaux de particules, et depuis peu les couverts bio-dégradables a cause de
sa couleur légere, blanc et sa tendance.
- la fabrication des tables de soufflets de forge car il ne se déforme pas au sechage (Héne and
Dobbertin, 2006).
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-Les usages en médecine traditionnelle

Les peupliers noirs sont des arbres traditionnellement importants & cause de leurs propriétés
biologiques intéressantes.

Au début de notre siécle, les bourgeons ont été utilisés par le médecin grec Galien comme
une pommade pour soigner les inflammations cutanées et les hémorroides.

Actuellement, des bourgeons de peuplier noir sont connus pour leurs propriétés anti-
inflammatoires, antiseptiques, diurétiques et calmantes ce qui permet de les utiliser contre
diverses affections douloureuses et pour la fabrication d'un sirop contre la toux (Beloued,
1998).

Le suc résineux des bourgeons butinés par les abeilles est transformé en propolis aux vertus
médicinales connus, antioxydant; antimicrobien et bien d’autres (Hine and Dobbertin, 2006).
L’infusion des bourgeons a la dose de 50 g par litre d’eau, agit comme désinfectants, et est
recommandée dans les affections des reins et de la vessie et contre les catarrhes des voies
respiratoires, contre les fievres, la goutte, et la sciatique.

L’écorce a servi de succédané a la quinine, dont elle possede les propriétés toniques.

Le charbon de bois de peuplier noir est utilisé comme antiseptique intestinal (Hane and
Dobbertin, 2006)

1.3.6 Les études antérieures

Pour valider I'utilisation traditionnelle des différentes parties du peuplier noir, plusieurs
études se sont intéressées a la détermination des activités biologiques des extraits bruts ou des

composes actifs contenants dans les extraits de peuplier noir.
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Tableau VII: Les différentes activités attribuées aux genres Populus.

Extrait

Activité

Référence

Extrait des bourgeons

antiseptique et anti-

inflammatoire

Lamendin, 2007

Extrait aqueux des bourgeons

antioxydant

Dudonné et al., 2011
Debbache et al., 2014

Extrait aqueux des bourgeons

antivieillissement

Dudonné et al., 2011

Extraits ethanolique de
bourgeons

anti-inflammatoires

Karawya et al., 2010
Debbache et al., 2013

Bourgeons floraux

antimicrobienne

Debbache et al., 2013

Extrait aqueux des bourgeons

antiradicalaire

Young and Woodside, 2001

Extrait de bourgeons

Anti-xantine oxydase

Okamoto and Nishino, 1995

Extrait ethanolique des

bourgeons

Hepatoprotectrice et vaso

dilatatrice

Debbache et al., 2013

Propolis issus de bourgeons

Antimicrobienne

Bankova, 2005
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1.3 Populus nigra (peuplier noir)

Le terme latin "populus”, signifie le "peuple” (Héne et Dobbertin, 2006). Le nom Populus fait
référence au fait que les arbres sont souvent plantés autour des lieux de réunion publique a
I'époque romaine. Alors que noire est la couleur du tronc et des branches.

1.3.1. Description

Le peuplier noir est un arbre robuste, largement arrondi (White, 1993), qui peut atteindre des
hauteurs de 20 a 30 m et un diameétre d’environ 1 m a 1,20 m au bout de 15 ans (Ben Slimen,
2003). Les peupliers peuvent vivre plus de 250 ans et il y a des documents historiques des
arbres existants avant 1715 (White, 1993).

C’est un arbre peu sensible au froid. Lorsqu’il est planté dans des conditions acceptables, il
s’accroit couramment de un a deux meétres par an en hauteur, et de 6 a 10 cm en circonférence

ans. (Ben Slimen, 2003).

Figure 13: L’arbre de P. nigra
1.3.2 Habitat
Le Peuplier noir est une espéce de pleine lumiere, pionniere, dont les racines ont besoin
d’oxygene et se développent dans la terre humide (Cagelli et Lefévre, 1995).
Les sols les plus favorables sont donc les sols aérés, riches en azote avec un pH basique a
neutre, meubles, frais, homogenes, ou le plan d’eau se maintient a une distance comprise entre

1 et 2 métres de la surface (Ben slimen, 2003).

1.3.3 Caractéristiques morphologiques

- Les feuilles

Les|feuilles| du peuplier noir, apparaissent apres les|fleurs| sont de forme triangulaire a

losangique, avec la pointe allongée a un point aigu et les bords des feuilles ont des dents
arrondies, avec le dessous étant lIégérement velu. Elles sont vertes et lisses des deux cotés et

jaunes en automne. Leur|pétiole| parfois rougeatre, est aplati au sommet (White, 1993).
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Figure 14: feuille de P. nigra.

Les Fleurs

L'espéce est dioique (a plantes males et femelles) qui se produit par voie végétative

(boutures) et les fleurs unisexuées males et femelles poussent sur des arbres et des fleurs

séparées en chatons avant que les feuilles sortent (Hane et Dobbertin, 2006). A leur

apparition, les chatons males sont gros, et de couleur rouge a pourpre. Les chatons femelles

sont plus fins et le plus souvent vert clair (Riviere, 2007; White, 1993). La pollinisation ainsi

que la dispersion du|pollen|se fait par le vent (anémophile) (Barsoum, 2003; Delarque, 2006).

Figure 15 : Fleures de P. nigra.

Les Fruits

Ils sont de petites capsules rondes a deux ou quatre valves groupées en épi. Les arbres

femelles Appeler «cotton wood» (arbre a coton) (Hane et Dobbertin, 2006) car libérent au

vent une sorte de bourre de coton hydrophobe contenant les graines neige en avril. Ces

derniéres tres légeres sont dispersées sur plusieurs dizaines de métres. Quand 1’une d’elle

atteint un sol accueillant, la graine peut alors germer en quelques jours (Lefevre, 2001).
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- L’¢corce

Epaisse, fissuré, de couleur gris foncé puis noiratre avec

des bosses et broussins sur le tronc (Hane et
Dobbertin, 2006)

Figure 16 : I’écorce de P.nigra
- LeTronc
Massif, plus ou moins bosselé a 1’écorce gris foncé avec de grands renflements (Riviere,
2007)
- Les bourgeons
Glabre et tres visqueux (Marnotte et al., 2006).

1.3.2 Position dans la systématique

Regne : Végétale

Sous regne : Eucaryotes
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Monochlamide

Ordre : Salicales
Famille : Salicacées
Genre : Populus Figure 18 : P. nigra
Espéce : Populus nigra (Quezel et Santa, 1962).
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1.3.3 Appellations
En France: Plusieurs appellations comme Peuplier noire, Peuplier noire européen, Peuplier

franc, Liard, Léard, Liardier, Biouté ou Biolasse.

Chez les anglophones Blak poplar

Nom arabe : Sefcaf

Le nom berbére: Asgarsif. (Hane et Dobbertin, 2006; Beloued, 2009).

1.3.4 Répartition

Il a une vaste aire de répartition dans toute 1'Europe et I’Asie, et se retrouve également en
Afrique du nord, en Algérie plus précisément a oued Kissir-Jijel, ait ouabene a tizi ouazou
ainsi qu’en Kabylie. L'aire de répartition s'étend de la Méditerranée au sud, a environ 64 ° de
latitude au nord et des Tles britanniques a lI'ouest au Kazakhstan et de la Chine a I'est (Arbez et
Lacaze, 1998). L'aire de répartition comprend également le Caucase et de grandes parties du

Moyen-Orient.

Aujourd'hui, en raison d'un croisement de races pour ameliorer la rentabilité de la
populiculture (culture du peuplier), la race pure ne se rencontre plus que dans les hautes
vallées des Alpes, du Massif Central et des Pyrénées (Hane et Dobbertin, 2006)

1.3.5 Importance et usages
Les peupliers noirs ont souvent été utilises pour délimiter les frontiéres en raison de leur
forme distinctive et spectaculaire (Abraham et Penfold, 2001). Les troncs fourchus forment le
soutien structurel des batiments et des branches ossature ont été utilisées comme fourrage
pour le bétail (Cottrell, 2004).

-Utilisation du bois : Le bois du peuplier noir a éte utilisé pour :
-Le revétement de sol a proximité de feux ou sa résistance au feu était un avantage.
-Les fonds de wagons, des crosses de fusil, des cloisons stables et blocs de frein, en raison de
ses propriétés résistantes et d'absorption de choc.
-les sabots, les meubles et les boites de fruits (Cottrell, 2004), pour le contre plagquage,
I'emballage, les panneaux de particules, et depuis peu les couverts bio-dégradables a cause de
sa couleur légere, blanc et sa tendance.
- la fabrication des tables de soufflets de forge car il ne se déforme pas au séchage (Hane et
Dobbertin, 2006).
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-Les usages en médecine traditionnelle

Les peupliers noirs sont des arbres traditionnellement importants & cause de leurs propriétés
biologiques intéressantes.

Au début de notre siécle, les bourgeons ont été utilisés par le médecin grec Galien comme
une pommade pour soigner les inflammations cutanées et les hémorroides.

Actuellement, des bourgeons de peuplier noir sont connus pour leurs propriétés anti-
inflammatoires, antiseptiques, diurétiques et calmantes ce qui permet de les utiliser contre
diverses affections douloureuses et pour la fabrication d'un sirop contre la toux (Beloued,
1998).

Le suc résineux des bourgeons butinés par les abeilles est transformé en propolis aux vertus
médicinales connus, antioxydant; antimicrobien et bien d’autres (Héne et Dobbertin, 2006).
L’infusion des bourgeons a la dose de 50 g par litre d’eau, agit comme désinfectants, et est
recommandée dans les affections des reins et de la vessie et contre les catarrhes des voies
respiratoires, contre les fievres, la goutte, et la sciatique.

L’écorce a servi de succédané a la quinine, dont elle possede les propriétés toniques.

Le charbon de bois de peuplier noir est utilisé comme antiseptique intestinal (Hane et
Dobbertin, 2006)

1.3.6 Les études antérieures

Pour valider I'utilisation traditionnelle des différentes parties du peuplier noir, plusieurs
études se sont intéressées a la détermination des activités biologiques des extraits bruts ou des
composés actifs contenants dans les extraits de peuplier noir.
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Tableau VII: Les différentes activités attribuées aux genres Populus.

Extrait

Activité

Référence

Extrait des bourgeons

antiseptique et anti-

inflammatoire

Lamendin, 2007

Extrait aqueux des bourgeons

antioxydant

Dudonné et al., 2011
Debbache et al., 2014

Extrait aqueux des bourgeons

antivieillissement

Dudonné et al., 2011

Extraits ethanolique de
bourgeons

anti-inflammatoires

Karawya et al., 2010
Debbache et al., 2013

Bourgeons floraux

antimicrobienne

Debbache et al., 2013

Extrait aqueux des bourgeons

antiradicalaire

Young et Woodside, 2001

Extrait de bourgeons

Anti-xantine oxydase

Okamoto et Nishino, 1995

Extrait ethanolique des

bourgeons

Hepatoprotectrice et vaso

dilatatrice

Debbache et al., 2013

Propolis issus de bourgeons

Antimicrobienne

Bankova, 2005
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Il Matériels et méthodes

Cette étude a pour but I’évaluation des activités génotoxique, antimutagénique et
antiproliférative de 1’extrait éthanolique des bourgeons de Populus nigra sur des cellules

eucaryotes du méristéme des racines de I’Allium cepa.
11.1 Matériels
e Produits chimiques

Acide acétique 45% (C,H;0O;), Azide de sodium (NaN3), Diméthyle sulfoxyde (DMSO),
ethanol (C,H¢O), les sels minéraux: Sulfate Calcium (CaSO,), sulfate de
Magnésium (MgSQ,), Chlorure de Potassium (KCI), Bicarbonate de Sodium (NaHCOj3),
Chlorure d’hydrogéne (HCl), carmin acétique.

e Matériel végétal

Les bourgeons de P. nigra ont ¢été utilisés pour 1’évaluation de leurs activités anti-

proliférative, mutagénique et anti-mutagénique.
Allium cepa

La variété de I’Allium cepa. L et diploide dont 2n=16 (S. Siluél, L., et al 2003). Les bulbes
d’oignons utilisées ont été achetées au niveau des marchés locaux, les bulbes sélectionnées

ont un diameétre d’environ 4 cm et un poids d’environ 25g.

Regne| Végétal

Classe: Monocotylédone
Ordre: Liliales
Famille: Alliacées

Genre: Allium

Espece: Allium cepa (Breu, 1996) Figure 19: Allium cepa
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Populus nigra

Des bourgeons frais et non abimés ont été récoltés et échantillonnés en mars 2013, dans la

forét d’Azru n Bechar a Amizour située a I’est de B¢jaia.

Figure 20: Bourgeons de P. nigra.

11.2 Méthodes
11.2.1 Préparation des extraits

Les bourgeons ont été séchés dans 1’étuve a 37°C afin d’éliminer toutes traces d’humidités.
Aprés broyage et tamisage, une poudre fine de 63um a été récupérée et conservée dans des

flacons en verre qui ont été stockés a I’abri de la lumicre.

L’extrait éthanolique a été préparé comme suit: 600mg de la poudre de bourgeons de Populus
nigra ont été maceérés dans de 1’éthanol 90% avec un rapport de 1/6 (m/v). Aprés 24h
d’agitation suivie d’une décantation pendant 24h, le surnageant a été centrifugé a 1500g
pendant 15mn. Les résidus secs obtenus apres évaporation totale du solvant ont été conservés
a -4°C jusqu’a utilisation. Les extraits a tester ont été dissous dans du DMSO (Kura’s et al.,
2006)

11.2.2 Préparation des bulbes
Avant les tests, les bulbes d’oignon ont subi les traitements suivants:

-Enlever la premiére pelure de la bulbe et 6ter les racines pour permettre la poussée des

nouvelles racines (Figure 21).
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Figure 21: Elimination de la premiére pelure et coupure des racines.
-Ringage des extrémités des bulbes avec de 1’eau.

-Les extrémités des bulbes ont été immergées dans des flacons contenant 50ml de milieu de

culture pendant 48h a 25°C dans I’étuve avec changement de ce dernier chaque 24h.

Figure 22: Les bulbes de I’Allium cepa dans 1’étuve

-Quand les nouvelles racines des bulbes atteignent une longueur > a 0,5 cm et < 2cm, (apres
élimination de celles dépassant les 2cm), les bulbes ont été divisées en quatre parties, chaque

partie contient au moins 5 racines.

-Les bulbes traitées ont été ensuite réparties en 10 groupes de 6 bulbes et seront immergées
dans des milieux différents (Figure 23), dont la composition est comme suit:

Figure 23: Lot des bulbes
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Groupe 1, 2: Contrble négatif : le milieu de culture contient de I’eau distillée et le DMSO,

respectivement.

Groupes 3, 4, 5: Contrdle positif, les milieux de culture contiennent, I’ Azide de sodium a 25,

50 et 100 pg/ml respectivement.

Groupe 6, 7, 8, 9: Groupes Tests, les bulbes ont été immergées dans des milieux de culture
contenant 50, 100, 300, 600ug/ml d’extrait ethanolique, respectivement pour 1’évaluation de

’activité génotoxique.

Groupe 10: le milieu de culture contient ’azide de sodium a 100pg/ml et I’extrait & 100pg/ml
pour I’évaluation de I’activité anti-mutagénique de I’extrait contre les mutations induites par

[’azide de sodium.

11.2.3 Effet de différentes concentrations d’extrait et de l’azide de sodium sur la

croissance des racines

Pour I’évaluation de I’activité antiproléférative, la longueur des racines a été mesurée avant et

apres chaque traitement.

-Chaque partie de bulbe servira pour les prélevements de racines a des intervalles de temps
(18h, 24h, 48h et 72h).

(b)

Figure 24: Elimination des longues racines (a) et prélevement des racines (b).

Le taux de croissance a ¢té calculé pendant toutes les phases d’étude selon la formule

Do— Dy
suivante : Tc= — x100
Do

Do = La longueur des racines avant le traitement

D, = La longueur des racines apres 18, 24, 48 et 72h.
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11.2.4 Observation des racines sous microscope optique

Aprés la mesure de la longueur des racines a chaque intervalle de temps, ces derniéres ont été

récupérées pour une observation des cellules méristematiques sous microscope optique.

-Les racines prélevées a 1’aide d’une pince ont été fixées dans une solution contenant (3

volumes d’éthanol et 1 volume d’acide acétique) pendant 24h pour bloquer le cycle cellulaire.

Figure 25: Fixation des racines

-Les racines ont été ensuite conservées dans de 1’éthanol a 70%.

Figure 26: conservation des racines

- Avant observation, les racines ont été rincées trois fois avec de I’eau distillée.

Figure 27: Rincage des extrémités méristimatiques.

- HCL alN a été additionné pour 1’hydrolyse des parois cellulaires et ’ensemble est incubé

dans le bain marie pendant 10 mn & 60°C.

-Les racines refroidies ont été rincées trois fois avec de ’eau distillée.

27



Matériels et méthodes

- Le carmin acétique a été additionné.

Figure 28: Coloration des racines.

-Aprés incubation pendant 10mn, le méristeme a été coupé a 1’aide d’une seringue sous une

loupe optique.

Figure 29: Coupure des extrémités méristématiques sous la loupe.

- Le méristeme est monté entre lame et lamelle puis écrase.

Figure 30: Ecrasement d’échantillon a 1’aide d’une seringue.

- L’observation des préparations:

Le nombre total moyen des cellules analysées par bulbe était de 1000 cellules. Les lames ont
été analysées par observation des cellules en division normale (interphase, prophase,
métaphase, anaphase et télophase) ou en division anormale en utilisant un microscope optique

avec un objectif x40. La moyenne des cellules dans chaque phase du cycle de division d’A.
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Cepa a été calculée. Pour évaluer le potentiel mutagénique des solutions testées, 1’indice
mitotique a été calculé en utilisant les formules suivantes.

Le nombre des cellules en division
L’indice mitotique(%) = x100
Le nombre total des cellules

Pour évaluer I’activité anti-mutagénique de 1’extrait contre des mutations induites par 1’azide
de sodium, un pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule suivante :
% Inhibition (PI) de I'extrait contre les aberrations chromosomales induites par I'azide

sodium est calculé comme suit (Shukla et al., 2003):

P1 (%)=Nz—N1/N,x100%,

Ou, N1 est le nombre d'aberration dans le lot traité avec ’extrait et NaN3 et N, est le nombre

d'aberration dans le groupe traité avec NaNj3 seul.

11.3 Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés comme moyenne zstandard error means (SEM). Les
données expérimentales ont été analysées utilisant le logiciel GraphPad Prism 5.3 Software.
L’analyse de la variance (ANOVA) a été utilisée, suivie par le test de Student’s Newman—

Keul’s. La valeur P< 0,05 a été considérée comme statistiquement significative.
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I11. Résultats

Le test de I’A. cepa permet de déterminer des critéres de phytotoxicité tels que 1’élongation
racinaire et I’indice mitotique.

I11.1 Effets de I’extrait et de ’azide de sodium sur la croissance des racines des bulbes de
I’A. cepa

Les racines des bulbes d’oignon ont été incubées dans des milieux contenant des
concentrations différentes d’extrait a tester et du mutagéne, la longueur des racines a été

mesurée a t=0 et a des intervalles de temps de 18, 24, 48 et 72h de traitement.

111.1.1 Effets du mutagéne sur la croissance des racines de I’A. Cepa
Les résultats des mesures des racines des bulbes traitées par les différentes concentrations de
’azide de sodium (25, 50 et 100 pg /ml) sont représentés dans la figure (31).

150
-@— control-
N -8~ DMSO
(O]
O —&— AS-25ug/ml
< 100 ® ® I
@ \- —¥—  AS-50pg/ml
o -~ AS-100ug/ml
(]
S 50- Kk
X
g W *kk
S Fkk
*%kk
0 ' ' ' ' Temps
A\ NN S\
N3 bs R &

Figure 31: Effet de I’azide de sodium sur la croissance des racines des bulbes d’oignons.

Toutes les valeurs sont exprimées comme moyennexSD de six bulbes. One-way ANOVA suivie par le test de
comparaison multiple Dunett’s a été utilis€ pour I’analyse statistique. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001
comparé au groupe control.

Les résultats obtenus n’ont montré aucune différence significative dans le taux de croissance
des racines immergeées dans les milieux contenant le milieu de culture ou le milieu de culture
additionné du DMSO. Ainsi le DMSO n’a aucun effet sur la division des cellules

méristématiques. L’azide de sodium a 25, 50 et 100pg/ml a significativement (P<0,001)

réduit le taux de croissance a 18, 24, 48 et 72 heures. Une inhibition compléte de la croissance
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des racines traitées par 1’Azide de sodium (100ug/ml) a été enregistrée a 72h. Aucune
différence significative n’a été observée dans la croissance des racines traitées par 1’azide de
sodium a 25 et 50ug/ml. Une relation dose effet a été trouvée dans la réduction du taux de

croissance par 1’azide de sodium.

I11.1.2 Effets de I’extrait de P. nigra sur la croissance des racines de I’A. Cepa

Les résultats illustrés dans la figure 32 ont montré que I’extrait éthanolique de P. nigra avait
réduit le taux de croissance de fagon significative (P<0,01) a la dose de 50ug/ml et (P<0,001)
a la dose de 100ug/ml. Une réduction de la croissance des racines dépendante de la

concentration de I’extrait a été aussi enregistrée.

150~
-@-— control-
S -&- DMSO
(o))
o
—&~ PN-50 ug/ml
§ 100+
k) -%¥- PN-100ug/ml
g -9~ PN-300pg/ml
()] _
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X
>
©
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Qo Q O Temps
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Figure 32: Effets de différentes concentrations de I’extrait éthanolique sur la croissance des racines

des bulbes d’oignons. Toutes les valeurs ont été exprimées comme moyenne+ SD de six bulbes. One-way
ANOVA suivie par le test de comparaison multiple Dunett’s a été utilis¢é pour I’analyse statistique. Les

différences ont été considérées a *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <.0, 001 comparé au groupe control.
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I11.1.3 Effets de I’extrait sur la croissance des racines de I’A. cepa prétraitées avec

I’azide de sodium

Dans le but d’évaluer le potentiel anti-mutagénique de 1’extrait, les racines de A. cepa ont été
incubées dans un milieu contenant le mutagéne (100 pg/ml) et I’extrait a 100 pg/ml. Le taux
de croissance calculé pour les groupes traités simultanément avec 1’azide de sodium et
I’extrait de P.nigra ont été comparés au controle et au groupe traité avec le mutagene seul, les
résultats sont montrés dans la figure (33).
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Figure 33: Effet de I’extrait de P. nigra sur la croissance des racines traitées avec 1’azide de sodium.
Toutes les valeurs sont exprimées comme moyennexSD of six bulbes. One-way ANOVA suivie par le test de
comparaison multiple Dunett’s a été utilisé pour 1’analyse statistique. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <.0,001
comparé au groupe control. *P < 0.05, P < 0.01, *P <.0.001 comparé au groupe traité avec le mutagéne a
100pg/ml.

On a enregistré une différence significative (P<0,001) entre la croissance des racines dans le
milieu contenant 1’azide de sodium et 1’extrait par rapport celle des racines du control. Une
différence significative (P<0, 001) a été aussi observée dans le taux de croissance des racines

des groupes traités par I’azide seul et celle traitées par le mutagene et I’extrait de plante.

32



Résultats

111.2 Effet des extraits et du mutagene sur le cycle cellulaire de I’A. cepa

Le test de I’Allium cepa a été utilisé comme bio-indicateur d’une génotoxicité induite par les
extraits de plante ou autres composés, 1’activité génotoxique de I’extrait a différentes
concentrations a été comparée a celle de I’azide de sodium. Pour cela, les taux des cellules en
division et des cellules ayant subi des aberrations ont été calculés pour chaque groupe.
L’indice mitotique évalué est un autre critére de toxicité qui correspond a la proportion des
cellules en division révéle si la mitose de déroule normalement ou non.

111.2.1 Effet du mutagéne sur le cycle cellulaire de I’A. cepa

Le nombre total des cellules analysées, le nombre de cellule en interphase et dans les
différentes phases du cycle cellulaire de I’A. cepa aprés traitement des racines par les

différentes concentrations d’azide de sodium ont été représentés dans le tableau (V1I1).

Tableau VIII : Le nombre des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire des cellules des

racines de I’A. cepa chez les groupes expérimentaux.

Groupes Nombre % cellules % cellules % cellules % cellules % cellules
concentrations cellules interphase prophase métaphase anaphase télophase
18h | 1045,17+2,6 43,67+28,20 54,25+30,3 0,53+4,05 0,96+8,1 0,60+4,45

24h 1095,83+6,2 49,70+60,49 49,70+50,83 5,28+54,85 0,70+4,49 0,62+2,90

Controle 48h | 12945346 66,30+66,07 66,30+43,6 1,67+5,96 12731 1544558
72h 1291,33+0,88 23,35%13,42 72,48+37,20 2,03+3,48 1,05+3,96 1,42+5,63

DMSO 18h 1262,83+2,37 35,53+30,45 61,62+42,98 1,16%0,2 0,86+3,53 0,83+3,21
24h 1202,17+3,56 43,96+48,03 54,84+43,01 0,40+4,40 0,23+50,96 0,46+2,60

48h 1061,5+1,52 36,55+21,45 62,78+21,21 0,33+£3,5 0,25+2,47 0,094+1

72h 1130+2,37 32,12+30,1 67,02+34,79 0,41+1.88 0,21+1,76 0,23+2,37

Mutageéne 25 18h | 1078,33 +23,66 46,89 +50,97 52,53 63,68 0,31+1,73 0,12+0,91 0,14+ 0,72

24h 1194,83 £ 65 48,71 + 69,2 51,19 + 46,28 0,01+0,17 0,04 £0,34 0,04 + 0,46

48h | 12317235 49,76 +80,66 | 49,76+67 68 | 0,09+067 | 020%175 | 019%0,95

72h 1109 + 27,07 50,03 52,70 49,38 + 43,06 0,30+2,18 0,09 +£0,82 0,19+1,33

Mutagene 50 18h 1086 + 12,48 57,63 17,97 41,7 £29,21 0,38 + 1,46 0,09 +0,39 0,20+ 0,76

24h | 1095,33 + 16,54 58,67 21,73 40,41 +31,83 0,83+2,13 0,03+0,29 0,04+0,3

48h | 1075,17 + 10,89 58,87 +21,96 40,50 + 4,99 0,05+2,07 0,01+0,15 0,08 +0,28

72h | 1061,67 +14,68 59,61 +18,35 39,51+20,02 0,672,773 0,09+0,87 0,11+ 0,41

Mutagéne 100 | 18h 1051 + 18,07 64,50 31,87 37,65 +31,8 0,68+1,36 0,06+0,17 0,09 +0,67
24h 1153 +28,62 65,17+45,74 34,16+67,13 0,04 +2,2 0,03+0,19 0,15+0,91
48h 1071 + 32,79 65,78 +43,99 33,85 £3,92 0,34 +1,37 0,01+0,15 0,01+0,15
72h | 1111,67 +11,37 66,96 +19,67 33+29,11 0,04 £0,19 00 0+0
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Le pourcentage des aberrations trouvées au niveau des cellules méristématiques des bulbes
d’oignons traitées avec 1’azide de sodium a 25, 50 et 100pug/ml a été rapporté dans le

Tableau (1X) et les types d’aberrations ont été montrés dans la figure (35).

Tableau IX: Le pourcentage des aberrations chromosomiques observées dans le cycle cellulaire

d’Allium cepa chez les groupes expérimentaux traités par les différentes concentrations d’azide de

sodium.

type d’aberration c-mitose % Cassure % Multipolaire Chromosome | Pontage %
groupe % isolé %
Mutagéne 25 18h | 0,29 +1,42 - - - -
24h 0,3+ 1,42 - - - -
48h 0,50 +2,59 0,09 +0,63 - - -
72h 0,32+2,39 0,03 £0,21 - - -
Mutageéne 50 18h 2,59 +5,71 | 0,35#1,17 - 0,21 0,86 -
24h 1,23+5,2 0,84+2,13 - 0,01+0,14 -
48h 1,6+4,74 0,37+2,04 - 0,02+0,15 0,06 £0,31
72h 1,03+2,64 | 0,58+2,02 | 002+0,14 | 0,27+1,26 -
Mutagéne 100 | 18h 1,93+3,37 | 0,68+1,36 - - -
24h 16,33+21,69| 0,45+1,81 - 0,01+0,19 -
48h 1,67+6,3 0,34+1,37 - - -
72h |3,63+13,51| 0,05+0,19 - - 0,06+0,3

Des photos des cellules en division ont été prises, parmis les 1000 cellules analysées en
moyenne, nous avons recherché les cellules ayant subi des aberrations chromosomiques, les
résultats sont représentés dans la figure (37).

Lors des observations microscopiques, en plus des c-mitose qui sont les plus fréquentes,
d’autres types d’anomalies ont été observées qui touchent les chromosomes de I’A. cepa. En
effet, aux différentes concentrations de I’extrait, il a été observé des cellules comportant des
chromosomes a structure altérée (clastogénicité) et des cellules présentant une mauvaise
ségrégation de chromosomes (aneugeénicité). Dans le cas des anomalies structurales qui
touchent la morphologie des chromosomes, on a pu détecter la présence d’adhérences
chromosomiques « stickinesis » figure (34 a), des fragments chromosomiques figure (34 b) et

des ponts anaphasiques figure (35 h). D’autres types d’aberrations présente a de faible
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pourcentage ont été rapportés dans le tableau (IX), on cite les cellules multipolaires,
chromosomes isolés et des pontages. De trés faible taux d’aberrations tel que micro-noyaux

ont été aussi enregistrés.

Noyau interphasique
Coloré par le carmin
acétique a 2%

(a) : Fragments chromosomiques

(b) : Adhérences chromosomiques « stickinesis »

Figure 34 : Autres types d’aberrations présente a de faible pourcentage.
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Figure35 : Les différents types d’aberrations observées au niveau des cellules méristématique apres
traitement des racines des bulbes de I’A. cepa avec I’azide de sodium. a) Blocage des divisions ;

b) prophase ; c) 1: interphase. 2: prophase. 3 : métaphase. 4 : anaphase. 5 : télophase ; d, e, et f) c-mitoses ;

g) cassure ; h) pont chromosomique; i) chromosome isolé.
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L’indice mitotique a été calculé pour prédire le potentiel mutagénique de 1’azide de sodium,

les résultats sont regroupés dans la figure suivante.
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Figure 36: I’effet de I’azide de sodium sur I’indice mitotique d’Allium cepa. Toutes les valeurs sont
exprimées comme moyenne+SEM of six bulbes. One-way ANOVA suivie par le test de comparaison
multiple Dunett’s a été utilis€ pour 1’analyse statistique. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <.0, 001 comparé

au groupe control.

Les résultats exhibés dans la figure (34) ont montré que le DMSO utilisé comme véhicule n’a
aucun effet sur I’indice mitotique. L’azide de sodium a 25pug/ml a significativement réduit
(P<0,01) I’'indice mitotique. Alors que I’azide de sodium 50 et 100pug/ml a réduit de facon tres

significative (P<0,001) I’indice mitotique par rapport au groupe control.

I11.2.2 Effet de I’extrait sur le cycle cellulaire de I’A. cepa
Le nombre total des cellules analysees, le nombre de cellule en interphase et dans les
différentes phases du cycle cellulaire de la cellule de racines de I’A.cepa traités par I’extrait a

différentes concentrations sont présentés dans le tableau (X).
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Résultats

Tableau X: Le nombre des cellules des racines de I’A. cepa dans les différentes phases de cycle
cellulaire chez les groupes expérimentaux.

Groupe Nombre % cellules % cellules % cellules % cellules % cellules
concentrations cellules interphase prophase métaphase anaphase télophase
Controle | 18h | 1045,17+2,60 | 43,67+28,20 | 54,25+30,33 0,53+4,05 0,9648,1 0,60+4,45

24h | 1095,83+6,2 | 49,70+60,496 | 49,70+50,83 5,28+54,85 0,70+4,49 0,62+2,90
48h 1294,5+3,46 66,30+66,07 66,30+43,6 1,67+5,96 1,27+£3,1 1,54+5,58
72h | 1291,33+0,88 | 23,35+13,42 | 72,48+37,20 2,03+3,48 1,05+3,96 1,42+45,63
DMSO 18h | 1262,83+2,37 | 35,553+30,45 | 61,62+42,98 1,16+0,21 0,86+3,53 0,8343,21
24h | 1202,1743,56 | 43,96+48,03 | 54,84+43,01 0,40+4,40 0,23+50,96 0,46+2,60
48h 1061,5+1,52 36,55+21,45 62,78+21,21 0,33+3,5 0,25+2,47 0,094+1
72h 1130+2,37 32,12430,1 67,02+34,79 0,41+1.88 0,21+1,76 0,23+2,37
P-N 50 18h | 1056,33+3,13 | 34,33+47,36 65+31,83 0,09+1,29 0,16+1,48 0,31+2,86
24h 1085,83+1,3 35,85+17,15 62,64+22,76 0,61+1,99 0,31+0,88 0,58+1,41
48h 1133+4,73 38,44160,22 60,03+51,8 0,76+2,80 0,54+3,40 0,22+1,02
72h 1059+1,17 38,54+21,68 57,55+32,21 1,59+4,33 1,2+4,98 1,13+2,42
P-N 100 18h | 1059,67+7,31 | 26,44+80,51 70,93+79,20 0,86+4,71 0,96+4,01 0,80+5,57
24h 1077+1,33 30,62+7,64 67,01+39,30 1,13+5,26 0,80+2,44 0,43+2,56
48h | 1075,83+4,94 | 32,41+48,77 65,51+61,29 0,99+2,78 0,63+1,30 0,45+1,58
72h | 1051,83+1,09 31,18+15,6 65,80+11,81 1,22+4,23 1,19+4,42 0,60+1,4
P-N 300 18h | 1106,17+5,51 | 44,76+86,86 54,66+50,65 0,24+0,67 0,16+0,40 0,16+0,65
24h 1103+6,34 34,036167,94 | 63,46+59,75 1,03+5,81 0,94+7,17 0,54+3,80
48h | 1127,17+1,83 32,4+15,61 65,92+24,55 0,75%5,28 0,65%4,56 0,25+2,08
72h 1124,5+2,90 27,21+47,75 69,96+31,35 1,17+£5,70 1,1146,72 0,55+2,5
P-N 600 18h | 1100,83%29,2 | 49,19+19,56 50,35+14,37 | 0,17+0,47 0,22+0,85 0,06+0,42
24h | 1087,5+34,36 | 44,43+24,79 | 53,67+34,72 0,64+3,41 0,63+2,78 0,61£2,71
48h | 1074,3+16,35 | 45,69+37,63 70,37+32,32 3,05+£51,08 0,96+4, 0,63+4.09
72h 1186+90,03 47,43+£93,95 48,95+47,95 1,80+7,97 1,35+5,07 0,48+2,93

Le pourcentage des aberrations trouvé au niveau des cellules analysées dans les régions
méristématiques des bulbes d’oignons traitées avec 1’extrait a t 50, 100, 300 et 600ug/ml a

été rapporté dans le Tableau (XI) et les types aberrations ont été illustrés dans la figure (37).



Résultats

Tableau XI : Le pourcentage des aberrations chromosomiques observées dans le cycle cellulaire
d’Allium cepa chez les groupes expérimentaux

type d’aberration c-mitose % Cassure % Multipolaire Chromosome Pontage %
% isolé %
groupe
Extrait 50 | 18h 0,18 £0,96 - - - 0,06 £ 0,67
23h 0,36 +2,28 0,02 +0,16 - - -
48h 0,4+3,32 - - - -
72h 0,8+2,41 - - - -
Extrait 100 18h 0,26 £ 0,98 - - - -
23h 0,7 £1,92 - - - -
48h 0,28 +1,59 - - - -
72h 0,33+1,20 - - - -
Extrait 300 18h 0,35+1,77 - - - -
23h 0,32+1,81 - - 0,11+0,83
48h 0,30 +1,58 0,02+0,17 - - 0,14+ 0,85
72h 0,43+1,01 - - 0,03+0,33 -
Extrait 600 | 18h 0,53+1,97 0,04 +0,34 - - -
23h 0,72+2,52 - - 0,01+0,17 -
48h 0,88 +2,06 0,02+0,17 - - -
72h 0,77 £2,76 0,01+0,17 - - -
Extrait et 18h 0,43 + 1,04 - - - -
azide a 100 23h 041 +1,24 _ - - -
48h 0,24 +0,69 - - - -
72h 0,31+0,82 - - - -
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Résultats

Figure (37): Les différents types d’aberrations observées au niveau des cellules méristématique lors
du traitement des racines des bulbes de I’A. cepa avec [I’extrait. a)l: interphase, 2:
prophase,3 :anaphase,4 :métaphase. b) télophase. c) c-mitose. d) 1: métaphase. 2 : anaphase e) f) pont. g)
chromosome isolé. h) cassure .i) c-mitose.
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Résultats

A T’exception de faibles pourcentages de c-mitose enregistrés au niveau des groupes traités
par les extraits, de rares aberrations ont été trouvées au niveau des cellules méristematiques de
ces groupes. Une faible réduction de I’incide mitotique en présence de concentrations élevées
de P. nigra (300 et 600ug/ml) a été enregistrée alors qu’aucune différence n’a été observée

entre les groupes traités par I’extrait aux doses 50 et 100pg/ml et les groupes contrdles.
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Figure 38: Histogramme représente 1’effet de I’extrait sur I’indice mitotique. Toutes les valeurs sont
exprimées comme moyenne+SEM of six bulbes. One-way ANOVA suivie par le test de comparaison multiple

Dunett’s a été utilisé pour ’analyse statistique. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <.0, 001 comparé au groupe control.

111.2.3 Effet anti-mutagénique de I’extrait contre les mutations induites par I’azide de
sodium sur le cycle cellulaire.

Dans le but d’évaluer 1’effet protecteur de I’extrait contre les dommages induits par 1’azide de
sodium, les racines d’ognon ont été incubées dans un milieu contenant 1’extrait a 100pg/ml et
I’azide a la méme concentration. Les résultats résumés dans la figure (39), révélent clairement
un effet anti-mutagénique de 1’extrait contre les mutations induite par 1’azide de sodium, car
aucune différence n’a été enregistrée dans le taux de croissance entre les groupes control et

celui co-traité avec I’extrait et 1’azide de sodium.
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Figure 39: effet anti-mutagénique de I’extrait contre les mutations induites par 1’azide de sodium sur
le cycle cellulaire. Toutes les valeurs sont exprimées comme moyenne+SEM of six bulbes. One-way ANOVA
suivie par le test de comparaison multiple Dunett’s a été utilisé pour I’analyse statistique. *P < 0,05, **P < 0,01,
***P < 0, 001 comparé au groupe control. “P < 0.05, *P < 0.01, **P <.0.001 comparé au groupe traité avec le

mutagéne a 100ug/ml.

I11.2.3 Le pourcentage d’inhibition de I’extrait contre les dommages induits par I’azide
de sodium
Le pourcentage d’inhibition de I’extrait contre les dommages induits par I’azide de sodium a

18, 24, 48 et 72h a été calculé et représenté dans la figure suivante.
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Figure 40:Représente le pourcentage d’inhibition de 1’extrait contre les mutations induite par ’azide

de sodium.

42



Résultats

Toutes les valeurs sont exprimées comme moyenne + SEM of six bulbes. One-way ANOVA suivie par le test de

comparaison multiple Dunett’s a été utilis¢é pour I’analyse statistique. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <.0, 001
comparé au groupe control.

L’extrait a 100pg/ml a efficacement inhibé 1’effet mutagénique (%>80%) de ’azide de

sodium apres 18h et pendant toutes les périodes d’incubation.
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Discussion

VI Discussion

Les relations existantes entre les propriétés mutagenes et carcinogénes des substances
chimiques ou d’origine naturelle ont entrainé la mise au point d’une série de tests a court
terme destinés a fournir une appréciation préalable des produits cancérogénes sur la base de
leurs propriétés mutageniques. La toxicologie génétique étudie les effets des substances qui
ciblent le matériel genétique d'un organisme par induction de diverses altérations d'ADN. Ces
altérations ont des conséquences qui varient selon 1’ampleur du dommage. L'utilisation des
plantes est principalement attribuable au fait que ces tests sont relativement simples a réaliser,
peu colteux, biologiquement sensible, et rapide (Gustavo et al., 2012). Par conséquent les
tests de toxicité sur un modéle animal, prennent beaucoup de temps (Firbas et Amon, 2013).
Par ailleurs, l'espéce Allium cepa présente de nombreux avantages : c’est une plante qui
possede de grands chromosomes et en nombre réduit (2n = 16) (Firbas et Amon, 2013), les
cellules méristimatiques des racines possedent un systéeme d'oxydation capable de déterminer
les dommages chromosomiques ainsi que les perturbations du cycle cellulaire provoquées par
les différents agents mutagenes (Michael, 2009).

En outre, le systeme de test A. cepa fournit des informations importantes pour évaluer les

mécanismes d'action d’un agent et ses effets sur le matériel génétique (Leme| 2009). Les

aberrations chromosomiques des racines d’Allium cepa ont été validées par IPCS
(International Pragramme on Chimical Safety) et UNEP (the United Nations Environnemental
Programme).

Pour évaluer I’activité génotoxique et anti-génotoxique de I’extrait ethanolique des bourgeons
de P. nigra, nous avons utilisé le test de I’Allium cepa et cela par 1’estimation de la sensibilité
des extrémités de ses racines en utilisant deux parameétres celui de la croissance des racines et
celui de I’analyse cytologique. Nous avons testé différentes concentrations de 1’extrait de
bourgeons de P. nigra sur les cellules méristématiques pendant de différentes périodes de
traitement (Bagatini, 2009).

Notre travail est basé d’une part sur une étude macroscopique permettant d’expliquer la
cytotoxicité par l'inhibition de la croissance et la fragilité¢ des racines en présence de 1’agent
mutagene tandis que la toxicité a été indiquée par le flétrissement. d’autre part une étude
microscopique (nombre des cellules) a été realisée pour confirmer que les effets
macroscopiques (longueur des racines) sont accompagnés par une suppression de l'activité
mitotique et I'apparition des aberrations et perturbations du cycle cellulaire apres 1’analyse des

cellules des racines cultivees en présence de la substance a tester (Solange et al., 2012).
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Discussion

Le test A. cepa vise a mettre en évidence la présence d’un nombre accru d’altérations
chromosomiques, dans les noyaux des cellules racinaire suite & leur exposition aux extraits de
plante. La génotoxicité de I’extrait de P. nigra a été étudiée chez A. cepa en culture
hydroponique, cette activité a été comparée a celle d’un mutagéne de référence qui est 1’azide

de sodium.

Le test a été validé par I’utilisation d’un agent mutagéne qui est I’azide de sodium, son action
a été confirmée par un examen cytologique des cellules des extrémités racinaires révélant des
effets clastogéniques et aneugéniques du mutagéne sur les méristemes de racines de la plante,
plusieurs types d’anomalies chromosomiques ont été observés dans ces cellules induisant
I’inhibition du cycle cellulaire, I’interruption des métaphases, l'induction des anomalies
chromosomiques numériques et structurelles avec des modifications, on cite, les c-mitose, des
cassures et les échanges au sein de chromatides sceurs. De telles observations on été
rapportées par des études antérieures (Michael, 2009; Gracieli, 2010).).

Nous avons trouvé une relation dose-effet de 1’azide de sodium, ce dernier a causé un
accroissement du taux de croissance des racines de I’A. cepa qui est dépendant de la
concentration et du temps de traitement. La présente étude fournit des preuves que I'inhibition
de croissance a été plus marquée a une concentration de 100 pg/ml de ’agent mutagene. 1l y
avait également une diminution marquée de la longueur des racines par rapport aux témoins
(’eau distillée et DMSO).

Plusieurs études ont rapporté la cytotoxicité de I’azide de sodium dans plusieurs systeémes
d’études, les bactéries, les plantes supérieures et les cellules humaines, ce mutagéne est un
inhibiteur des protéines de la réplication de ’ADN (Sandhu et al., 1994 ; Range et Nielsen,
1997 ; Ahmes et al 2007 ; Alka et al., 2012 ; Ambreen et al., 2012 ; Sheikh et al., 2012). La
mutagenése induite par cet agent est due a la formation d’un gaz d’azide d’hydrogéne toxique
qui se forme quand il est dissout dans I’eau (Sheikh et al., 2012) ainsi qu’a I’accumulation de
peroxyde. L’existance d’une enzyme de conversion de l’azide en azidolamine chez les
mammiferes ¢limine toute interaction avec ’ADN ce qui les rend non sensibles a sa toxicité
(Ferrard, 1999; Ragunathan et Panncersel, 2007).

Le retard observé dans la mitose pouvait étre due a l'inhibition de la synthese de I'ADN en

phase S, a un blocage en phase G; ou G, du cycle cellulaire (Yuzbasioglu et al., 2008).
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Discussion

En général, un agent mutagene provoque une perturbation du fuseau mitotique résultant un
effet de c-mitose. Un faible effet de c-mitose produit des chromosomes retardataires qui ne
sont pas attachés au fuseau.

La formation de c-mitose, retard des chromosomes et la multipolarité peut étre due a la
perturbation dans la formation du fuseau (Yuzbasioglu et al., 2008; Ukaegbu et Odeigah,
2009), ce qui implique une activité génotoxique. Le chromosome isolé peut étre due la liaison
de I’azide ce qui conduit a son blocage et son isolement du reste du patrimoine (Knuk et al.,

2007). Ceci explique la capacité antiproliférative de 1’azide (Gracieli, 2010).

P. nigra, est une plante médicinale trés utilisée en médecine traditionnelle pour traiter les
pathologies associées a une inflammation. L’étude de toxicité de la plante est primordiale
avant tout test in vivo. Basée sur la bibliographie, notre étude est la premiere permettant
d’évaluer I’activité génotoxique et anti-génotoxique des extraits de bourgeons de P. nigra.
Nos résultats ont montré une réduction du taux de croissance des racines traitées des
concentrations élevées de 1’extrait testé, ce qui révéle une activité antiproliférative de 1’extrait,
I’effet antiprolifératif des extraits de plante en utilisant d’autres systémes (Atmani et al.,
2011).

La co-incubation de 1’azide de sodium avec ’extrait testé a 100pug/ml entraine une réduction
significative du taux de mutations. Cet effet pourrait étre d a la présence de principes actifs a

activité anti-génotoxique dans cet extrait. Des résultats similaires ont été déja rapportées par

d’autres études { Ragunathan|ef Panneerselvam| 2007). La présence de I’acide caféique et des

flavonoides aglycones a été rapportée par des travaux antérieurs sur la plante (Greenaway et
Whatley, 1990; Greenaway et al., 1991; Vardar-Unlii et al., 2008; Dudonné et al.,2011). Ces

composés sont connus pour leur activité anti-génotoxique et anti-proliférative (Birosova et

Mikulasova, 2005; Brindzova et al., 2010).
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Conclusion

Conclusion

Il est important de déterminer le potentiel génotoxique de plante avant de valider leur
utilisation traditionnelle, comme une voie pour déterminer le risque de nuisance génétique

chez les personnes qui 1’utiliseront.

Dans ce fait nous avons utilisé le test Allium cepa pour évaluer le potentiel cytotoxigue,
génotoxique et antigénotoxique de I’extrait éthanolique des bourgeons de Populus nigra.

Nos résultats ont montré que 1’extrait testé a différentes concentrations 50, 100, 300 et 600
png/ml n’a révélé aucun effet génotoxique sur les cellules des racines de I’Alium cepa. Alors
qu’il a réduit le taux de croissance des racines a des temps d’incubation plus grand. Il ressort
de cette étude que I’extrait a une activité anti-proliférative et aucune activité génotoxique.
L’extrait de bourgeons de P. nigra est efficace dans la réduction de la génotoxicité de 1’azide
de sodium lors d’un co-traitement, ce qui est du a la présence de composes actifs presents
dans I’extrait ont la capacité de réparer les dommages de I’ADN causés par I’azide de sodium

ou a interférer avec 1’action du mutagene.

Ces résultats sont prometteurs et doivent étre compléter par des études ayant pour but de
deterimner le mode d’action des composés actifs présents dans I’extrait.
Ca serait aussi intéressant d’utiliser d’autres modeles d’évaluation de I’activité génotoxique et

anti-génotoxique notamment les test in vivo.
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RESUME

Les plantes supérieurs sont d’excellent modeles génétiques pour détecter les mutagenes et
sont fréquemment utilisés dans plusieurs tests. Parmi ces espéces Allium cepa a été utilisé
pour évaluer les dommages de I’ADN, tel que les aberrations chromosomiques et les
perturbations dans le cycle mitotique. La présente étude a pour but d’évaluer les effets
cytotoxique, génotoxique et anti-génotoxique de I’extrait ethanolique de P. nigra utilisant le
test Allium cepa.

Les bulbes d’oignon ont été exposées a différentes concentrations 50, 100, 300 et 600ug/ml
de D’extrait et des prélevements ont été réalisés a 18, 24, 48 et 72h pour des analyses
macroscopique et microscopique. Les résultats ont révélé une concentration dépendante et
statistiquement différentes (P<0,05) de I’inhibition de la croissance des racines par 1’extrait
comparé au control. L’extrait a montré des blocages de la mitose sur la division cellulaire et
induit une faible réduction de I’indice mitotique in Allium cepa. Aucune génotoxicité n’a été
enregistrée aux concentrations testées, de plus, un effet antigenotoxic significatif a été observé
a une dose de 100ug/ml de I’extrait, ce qui suggére que 1’extrait de P. nigra a un potentiel de
protéger I’ADN contre I’action de I’azide de sodium (100pg/ml).

Les mots clés
Allium cepa, aberrations chromosomiques, Populus nigra, indice mitotique

ABTSRACT

Higher plants are recognized as excellent genetic models to detect mutagens and are
frequently used in monitoring studies. Among the plant species, Allium cepa has been used to
evaluate DNA damages, such as chromosome aberrations and disturbances in the mitotic
cycle. The present study aims to evaluate the citotoxic, genotoxic, mutagenic and anti-
genotoxic effects of ethanolic extract of buds of P. nigra using the Allium cepa assay.

Onion bulbs were exposed to several concentrations 100, 200, 400 and 600 pg/ml of the
extract for a period of 18, 24, 36 and 48h for macroscopic and microscopic analyses. The
results revealed a concentration-dependent and statistically significant (P < 0.05) inhibition of
root growth by the extract when compared with the control. No genotoxic effect of tested
extract was recorded. The extract was observed to have mitodepressive effects on cell division
and induced weak mitotic spindle disturbance in Allium cepa. A significant anti-genotoxic
effect was observed with at dose 100ug/ml of extract, which suggests that P. nigra extract has
the potential to protect DNA from the action of sodium azide.

Keywords

Allium cepa; Chromosomal aberration; Populus nigra, Mitotic index
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