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Glossaire

Acuminé: Qui possede une extrémité allongée et pointue.

Bipennée: Sedit d' unefeuille dont les folioles se partagent des deux cotés d un axe.
Caduque: Arbre qui perd sesfeuilles tous les ans a une période précise.

Calice: Ensemble des sépales d’ unefleur.

Capsule: Fruit sec, syncarpe, souvrant lorsqu'il est mar pour libérer les graines.

Carcinogéne : Agent capable de provoquer un cancer.

Cunéiforme: Se dit souvent pour désigner la base ou le sommet d'une feuille en forme de

coin.
Duveteux : Recouvert de poils denses, courts et souples.
Elliptique : Sedit dun organe en forme d'éllipse.

Embrassant : Quadlificatif qui Sapplique a un organe (souvent une feuille) dont la base

entoure latige plus ou moins compl &ement.

Floraison : Epanouissement des fleurs ; temps ou cet épanouissement se produit.

Lancéolée : Sedit de tout organe végétal dont laforme rappelle celle d'un fer de lance.

Loge: Cavitéd'un fruit qui contient les graines.

Oblongue : Qualifie un organe nettement plus long que large, aux bords quasiment paralléles.

Ombelle: Type dinflorescence ou tous les pédicelles partent d'un point unique et sélévent en

divergeant pour former comme une sorte de parasol.

Ovoide: Qualifie un organe dont le volume a la forme générale d'un ceuf, inséré par son

extremité laplus large.



Pédonculé: Qui aun pédoncule (queue d une fleur ou d’un fruit).

Pétale: Chacun des éléments foliaces, généralement colorés, qui composent la corolle d'une

fleur.

Pétiole : Partie rétrécie située alabase de lafeuille, qui lui sert de support et I'unit alatige.
Rameau : Petite branche.

Sépale : Ensemble desfolioles du calice d unefleur.

Sessile: Se dit d'une fleur sans pédoncule, d'une feuille sans pétiole ou de tout autre organe

dépourvu de pédicelle.

Tronquée: Désigne un organe (feuille) brusguement coupé transversalement au sommet de

fagon rectiligne.



Liste des abréviations
°C: Degré celsius.
ug: Microgramme.
um: Micrométre.
A : Adénine.
AC : Aberration chromosomique.
ADN: Acide désoxyribonucléique.
BaP: Benzo[a]pyrene.
C: Carbone.
C : Cytosine.
CaSO,: Sulfate de calcium.
Cm: Centimetre.
Da: Dalton.
DM SO: Diméthyl sulfoxyde.
G : Gap.
g: Gramme.
G: Grossissement.
G : Guanine.
h: Heure.
His: Histidine.
IM: Indice mitotique.
K CI: Chlorure de potassium.
ml : Millilitre.
M : Mitose.
MgSOg: Sulfate de magnésium.
MM: Milieu minéral.

MN: Micronoyau.



N: Normalité.

NaHCOg3: Bicarbonate de sodium.

NaNs: Azide de sodium.

OMS: Organisation mondiale de la santé.
P : Probabilité.

S: Synthése.

T : Thymine.

UV: Ultraviolet.

V: Volume.

V/V : Rapport volume par volume.



I ntroduction

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de composés naturels
bioactifs (Handa et al., 2008). Selon I’OMS (2002), plus de 80% de la population mondiale a
recours a la phytothérapie pour se soigner (Zerbo et al., 2012). Les métabolites secondaires
des plantes, en particulier les composés phénoliques, font I’ objet de nombreuses recherches in
vivo comme in vitro (Gongalves et al., 2013).

De nombreuses éudes montrent que les polyphénols jouent un important réle dans la
prévention des maladies dégénératives, du cancer et des maladies cardiovasculaires (Edeas,
2010). D’autres effets bénéfiques leurs sont également attribués tels que les effets anti-
inflammatoire, antihépatotoxique, antibactérien, antiviral, antiallergique, antithrombique,
antimutagéne et antioxydant (Karou et al., 2005 ; Xia et al., 2014).

Malgré les avantages thérapeutiques que possedent les plantes médicinales, certains
composeés contenus dans leurs extraits peuvent induire des mutations et entrainer un danger
potentiel pour la santé (Effraim et al., 2001 ; Teixeira et al., 2003 et Paes-Leme et al.,
2005). Il est donc extrémement important d’ utiliser des tests de génotoxicité qui viseront a

évaluer latoxicité potentielle de ces composés (Comparoto et al., 2002).

Selon de nombreux auteurs, les végétaux supérieurs représentent d’excellents
candidats pour évaluer la cytotoxicité et la génotoxicité des substances chimiques, en raison
des similitudes des réponses de certains végétaux aux agents mutagenes a celles des animaux
(Cotelle, 1999).

L’ objectif principal de ce travaill est I'estimation de I'activité génotoxique et
cytotoxique des extraits éthanoliques de deux plantes médicinaes, Clematis flammula et
Cistus albidus. Cette étude a été effectuée sur Allium cepa a travers I’analyse des cellules

meéristematiques.



Synthése bibliographique

1.1. lecyclecdlulaire

Le cycle cellulaire peut étre défini comme un ensemble de modifications métaboliques
interdépendantes, étroitement synchronisees, aboutissant a la duplication du génome et a la
division cellulaire. Une séquence de quatre étapes dont la chronologie est représentée dans la
figure 1 (Favaudon, 2000).

Réactivation

6-8h

Synthése d'ADN
2-4 ADN

Figure 1. Schéma représentatif des phases de ladivision celulaire (Charmot, 2006).

Les eucaryotes, de la levure a I’'Homme, ont des cycles de division similaires
(Viallard et al., 2001), ces étapes ont éé définies par rapport aux événements majeurs de la
viedelacedlule: laréplication del’ ADN et ladivision cellulaire (Ferbeyr e, 2000).

Le cycle de division cellulaire consiste en la réplication du génome d'une cellule qui se
divise ensuite en deux cellulesfilles, il se subdivise en deux étapes : l'interphase, ou alieu la
réplication de I'ADN et la mitose, durant laquelle les chromosomes dupliqués sont séparés

dans les deux cellules résultant de ladivision (Jorgensen et Tyers, 2004).

[.1.1. Interphase

L’interphase est la phase primaire du cycle cellulaire, c'est |'intervalle entre deux
mitoses successives (Klug et al., 2006). Elle représente environ 90% de la durée du cycle
(Nabors, 2009). L'interphase se partage en trois phases: G1, S et G2. La phase G1 est un
intervalle pendant lequel les cellules se préparent ala synthése dADN. En début de phase G1,
des complexes pré-réplicatifs sont assemblés sur I'ADN aux endroits ou se trouvent les

2
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origines de réplication (Diffley, 2004). La phase S correspond a la phase de synthese d'/ADN,
ou une copie conforme du matériel génétique de la cellule est générée. La réplication Sinitie
sur de nombreuses origines consegquemment au recrutement de I'ADN polymérase par les
complexes pré-réplicatifs formés en G1 (Li et al., 2007). La duplication des centrioles est un
événement qui se produit parallélement a la réplication de I'ADN. Les centrioles en
association avec les proténes forment le centrosome qui est responsable de I'organisation du
réseau de microtubules formé en mitose (Fukasawa, 2007).

La cellule doit répliquer la totalité de son ADN avant de progresser vers la phase
suivante; la phase G2. Vers la fin de la phase G2, les chromosomes commencent a se
condenser et la cellule peut alors entrer dans |a phase subséquente, a savoir la mitose (Sancar
et al., 2004).

1.1.2. Mitose

La mitose est le mécanisme de divison qui permet a partir d’une cellule mere
d’obtenir deux cellules filles identiques. Cette phase ne représente que 10% de la durée du
cycle cdlulaire. Elle comprend deux processus: la divison du noyau et la division du
cytoplasme, ce qui conduit a la répartition des nouveaux noyaux dans les deux cellules filles
(Nabors, 2009).

La mitose est une période active subdivisée en quatre sous phases qui correspondent a
des événements bien spécifiques (Dey et al., 1997).
1.1.2.1. Prophase

Le début de la prophase est caractérisé par I’individualisation des chromosomes, qui
par la suite vont sépaissir et se raccourcir ; chague chromosome est constitué de deux
chromatides sceurs soudées par leurs centromeéres. Les deux centromeres accompagnés de
microtubules constituent des asters qui vont migrer vers les deux poles opposes de la cellule.
Les microtubules exercent une tension sur les chromosomes et dirigent leurs mouvements
pendant la division cellulaire. Ces microtubules et les protéines associées constituent |e fuseau
ou le filament. Les débris de I’enveloppe nucléaire ne sont plus visibles au microscope
photonique (K lug et al., 2010).

A la fin de la prophase égaement appelée la pro-métaphase, les microtubules
salongent en direction des centroméres des chromosomes pour placer ces derniers a
I’ équateur du fuseau (Delattre, 2006).
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1.1.2.2. Métaphase

Tous les chromosomes sont bien orientés et alignés sur |’ équateur du fuseau (plaque
métaphasique) par leurs centroméres (Meijer, 2003). Les microtubules attachés aux
kinétochores sont responsables de ce mouvement (Stansfield, 2003).
1.1.2.3. Anaphase

Les chromosomes se séparent et chaque chromatide, identique a son homologue,
migre vers un pdle de la cellule et devient un chromosome a part entiere (& une seule
chromatide) (Passarge, 2003). Des protéines motrices entrainent les chromosomes vers les
deux poles opposés du fuseau. Les microtubules du fuseau attachés aux kinétochores
continuent a se rétrécir, tandis que les autres microtubules s allongent, éoignant les pbles du
fuseau (Nabors, 2009).
1.1.2.4. Télophase

Les chromosomes ont atteint les pdles du fuseau. Une structure microtubulaire se
forme a mi-chemin entre les deux lots de chromosomes. Une constriction marque le site de la
cytokinése (Meijer, 2003). Inversement a la prophase, la télophase est la phase pendant
laquelle la membrane nucléaire se reforme, les chromosomes se décondensent et le fuseau
achromatique disparait (Petit et Julien, 2007).

La cytodiérese est |'événement le plus important qui se produit au niveau du
cytoplasme, elle commence par une invagination de la membrane au centre de la cellule
perpendiculairement a |I’axe du fuseau pour former le sillon de division qui se creuse pour
separer les deux cellules filles (Delattre, 2006). Ensuite, de la cellulose et d’ autres matériaux
de consolidation sont gjoutés a la plague cellulaire, la convertissant en une nouvelle paroi
cellulaire (Stansfield, 2003).

|.2. Génotoxicité et agents genotoxiques

La toxicologie génétique ou génotoxicologie est une discipline qui vise a détecter des
facteurs chimiques ou physiques interagissant avec I’ADN des cellules somatiques ou
germinales capables de générer des lésions de I’ ADN, qui en absence de réparation peuvent
conduire a des mutations permanentes (Berthelot-Ricou et al., 2013).

Les agents génotoxiques peuvent interagir directement avec le matériel génétique et
générer des adduits, des cassures de brins...etc, ou indirectement via leurs catabolites
électrophiles formés par bioactivation, telles que les especes réactives de |'oxygene

génératrices de lésions oxydatives de I’ADN. Ils peuvent également se lier aux protéines
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entrainant des dysfonctionnements enzymatiques qui peuvent générer des atérations de

I” appareil mitotique ou de la machinerie de réplication (Botta, 2006).

L es agents génotoxiques sont divisés en trois différents groupes :
1.2.1. Agents chimiques

Une grande variété de produits chimiques est en mesure de causer des mutations de
I’ADN (Winter et al., 2000). Quatre groupes d agents chimiques ont éé distingués : les
analogues de bases qui provoguent des délétions, des insertions ou des modifications d’ une ou
plusieurs bases de I’ ADN, tels que le 5-bromo uracile ou la 2-amino purine (Cachot, 2009).
Les agents intercalants tels que le bromure d' éhidium ou la proflavine qui sont des molécules
a géométrie plane peuvent s'insérer entre les paires de bases entrainant ainsi une distortsion
de I’ADN. Il existe auss les agents désaminants qui génerent des mutations ponctuelles mais
également des mutations plus étendues et inactivantes tels que |’ azide de sodium (L e Blanc-
Louvry et al., 2012) et I’acide nitreux qui peuvent provoguer la désamination de la cytosine
ou de I’adénine pour produire respectivement de |’uracile ou de I’ hypoxanthine. Enfin, les
agents alkylants capables d entrainer des méthylations, éthylations ou alkylations au niveau
des bases (Cachot, 2009).
|.2.2. Agents physiques

Parmi les agents physiques mutagenes, il y’a les radiations ionisantes et les radiations
non ionisantes (Samouelian et al., 2009).

Les radiations ionisantes hautement énergétiques, comme les rayons X ou gamma
provoquent dans la molécule d ADN des atérations étendues, des coupures dans les brins et
la destruction des sucres et des bases (Winter et al., 2000 ; Aftab et al., 2014). Les radiations

non ionisantes comme les rayons UV provoquent destransitions GC en AT (Guiraud, 1993).

1.2.3. Agents biologiques
Certains agents biologiques comme les endoparasites, les virus, les plasmides, et les
transposons peuvent s'insérer au niveau de I’ADN de la célule héte et interrompre la

séguence génomique, par conséguent provoquer des mutations (David, 2013).
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|.3. Composés phénoliques

Les polyphénols sont les substances phytochimiques les plus largement étudiées et
exploitées dans les différents domaines de recherche sur les plantes (Boudet, 2007) du fait de
leurs multiples activités biologiques (Falleh et al., 2008). Ils sont largement distribués dans le
regne vegétal, et représentent les métabolites secondaires les plus retrouvés chez les plantes
(Robards 2003 ; Babar Ali et al., 2006 ; Naczk et Shahidi, 2004).

Les composés phénoliques comprennent un groupe de substances possédant un noyau
aromatique ou plus, lié a un ou plusieurs groupements hydroxyles (Antolovich et al., 2000).
Leur structure va du simple noyau aromatique de faible poids moléculaire comme les acides
phénoliques, jusqu’aux composés hautement polymeérisés comme les tanins dont le poids
moléculaire est supérieur a 30 000 Da (Artajo et al., 2006).

La plupart de ces composés ont une solubilité variable, selon leur degré de polarité et
leur structure, comme le degré d hydroxylation, de glycosylation ou d’ acylation (Martin et
Andriantsitohaina, 2002). Les polyphénols insolubles sont retrouvés dans la paroi cellulaire,
alors gque les polyphénols solubles se retrouvent a I’ intérieur de la vacuole (Naczk et Shahidi,
2006). Les composeés phénoliques sont classés en différents groupes en fonction du nombre de
noyaux aromatiques qui les composent et des éléments qui les relient (Boros et al., 2010).

1.3.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont divisés en deux groupes principaux ; les acides
hydroxbenzoiques qui sont dérivés de I’ acide benzoique, contenant sept atomes de carbone,
et les hydroxcinnamiques qui sont dérivés de |’ acide cinnamique qui comprend neuf atomes
de carbone (Tableau N° 1) (Fraga, 2010 ; Skerget et al., 2005).
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Tableau |. Structures chimiques de quelques acides phénoliques (Balasundram et al., 2005).

Dérivés de I’ acide benzoique

Acide galique
R,
0
R;
OH
R; R,
Dérivés de I’ acide cinnamique
. Acide caféique
R \ O
R, R, OH

|.3.2. Flavonoides

HO 'OH
OH

HO COCH

Les flavonoides représentent la plus grande classe de polyphénols. Ils sont présents

dans les feuilles, les fleurs, le pollen et les fruits. Leurs concentrations augmentent avec

I’ exposition au soleil et constituent de ce fait un écran protecteur contre la photo et la thermo

dégradation (Sarni-manchado et Cheynier, 2006). Ce sont des composés a 15 atomes de

carbone, qui ont tous une structure C6-C3-C6, deux noyaux benzéniques reliés entre eux par

un groupe de 3 carbones (Figure 2). C'est |’ arrangement de ce groupement C3 qui détermine

la classification du compose (Vermerris et Nicholson, 2006).

Plus de 6500 flavonoides sont connus (Rauha, 2001 ; D’ Archivio et al., 2007). Les
flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 2', 3', 4, 5, (Ullah et Khan, 2008).
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-
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Figure 2: Structure chimique de base des flavonoides (Heim et al, 2002).

.3.3. Tannins
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Les tanins sont des métabolites polyphénoliques qui ont la particularité de former des
complexes avec les protéines (Sharm et al., 1999). Selon leur structure, les tanins existent
sous deux formes : les tannins condensés et |es tannins hydrolysabl es.

» Tannins hydrolysables
Les tanins hydrolysables ont |a caractéristique d’ étre dégradés par hydrolyse chimique
(acide ou acaine) ou enzymatique (Macheix et al., 2006). Ce sont des molécules qui
contiennent un hydrate de carbone (en général D-glucose) en tant que noyau central. Les
groupes hydroxyles de ces hydrates de carbone sont estérifiés avec des groupements
phénoliques, tels que I'acide ellagique ou acide galliqgue (Min et Hart, 2003). Les tanins
hydrolysables sont classés en gallotannins et ellagitannins (Ming-shu et al., 2006).
» Taninscondensés
Les tanins condensés sont des polymeres d unités flavaniques, le plus souvent liées
entres elles par des liaisons C4-C8. Les précurseurs de ces composés sont des flavan-3-ols
(catéchine et épicatéchine) et des flavane-3,4-diols (wollgast et Anklam, 2000 ; Dykes et
Rooney, 2006).

|.4. Propriétés anti-mutagenes des composés phénoliques

Les polyphénols servent d écrans contre les rayons ultraviolets (UV). Ils ont
donc comme propriété de prévenir les mutations infligées par les radiations UV (Escarpa et
Gonzalez, 2001). L’inhibition de la mutagénicité n'est pas basée sur un meécanisme
spécifigque. Les différents mécanismes d' activité antimutagéne des composés phénoliques
incluent une liaison directe de ces composés aux agents mutagéenes, une inhibition des
enzymes métaboliques et une action indirecte due aleur activité antioxydante (Sarag et Sen,
2014 ; Nijveldt et al., 2001).

Les polyphénols semblent fortement actifs contre I’ effet mutagéne du benzo [a] pyréne
(BaP), cela est di a lI’inhibition de la famille des enzymes P-450, en particulier CYP1A1, la
principale enzyme responsable de I'activation de BaP. En effet, les procarcinogenes comme le
BaP nécessitent une activation par les enzymes du cytochrome P-450 afin de manifester leur
activité mutagene / cancérogene (Boubaker et al., 2010). Les composés phénoligues générent
des métabolites améliorant le systéme de réparation de I’ADN avant |'addition de |'agent
mutagene BaP activé causant ainsi I’inhibition de sa mutagénicité. Les polyphénols, par

conséguent, peuvent ére des agents chimio-préventifs potentiels contre les mutagenes
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environnementaux en empéchant leur bioactivation (par inhibition des enzymes métaboliques
telles que CYP1Al), ou en renforcant les mécanismes de réparation de I’ADN par
I'intermédiaire de composés actifs bioantimutagenes (L azarou et al., 2007).

Shimoi et al. (1985) ont rapporté que I'acide tannique peut améliorer le systeme de
réparation par excision par l'activation des enzymes de réparation ou en interagissant avec
I'ADN. Ils ont égaement constaté que la gallocatéchine, |’ épigallocatéchine gallate et
I’ épigall ocatéchine-3-gall ate sont capables de réduire la formation des mutations.

|.5. Propriétés mutagenes des composés phénoliques

Malgré les effets bénéfiques des composés phénoliques, plusieurs études indiquent
leurs mutagenicité et génotoxicité chez les bactéries et mammiferes. Ceci est di a leur action
pro-oxydant (génération des radicaux libres) ou al’inhibition des enzymes associées al’ ADN
telles que la topoisomérase (Skibola et Smith, 2000).

Parmi les 66 flavonoides aglycones et les composés structurellement liés aux
flavonoides testés, la quercétine est de loin le mutagene le plus fort (Ferguson, 2000). En
effet, la quercétine est capable de provoquer des substitutions de paires de base, des décalages
du cadre de lecture ainsi que des aberrations chromosomiques, des échanges de chromatides
sceurs et de générer des micronoyaux (Caria et al., 1995). Il a également été rapporté que la
guercétine et d’'autres polyphénols peuvent se lier directement a I'’ADN et cette interaction

peut étre al’ origine d’ un important mécanisme de mutation bactérienne (Fer guson, 2000).

|.6. Testsde génotoxicité

Plus de 200 tests utilisant des microorganismes, des insectes et des plantes ont été
développés (Waters et al., 1988) pour permettre I’ identification des agents causant les trois
types de dommages génétiques responsables de pathol ogies humaines : |es mutations géniques
(modifications d’'une ou de quelques paires de base dans un seul géne), les anomalies
chromosomiques de structure (translocations et inversions consécutives a des cassures double-
brins directes ou indirectes) et les mutations aneugenes (perte de chromosomes entiers)
(Dearfield et al., 2002).

Les tests les plus fréguemment utilisés sont le test de Ames, la mesure des adduits a
I’ADN, le test des cométes, le test des micronoyaux, et le test des aberrations

chromosomiques. Parmi ces tests, il faut distinguer ceux qui permettent de mesurer le
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potentiel génotoxique de ceux qui mesurent le pouvoir mutagéne d’ une substance (Tarantini,

2009), pour qu’un test soit valable, il doit satisfaire les conditions suivantes :

- FEtrefacile aréaliser et ne comporter aucun risque pour le sujet ;

- Fournir des résultats précis et reproductibles avec un minimum d’ erreurs analytiques
possibles;

- Enfin, et surtout, I’'information obtenue doit étre quantitativement significative en
termes de risques pour la santé d’un individu ou d’un groupe d'individus (Vincent,
1993).

|.6.1. Test de Ames

Le test de Ames consiste a examiner si une substance chimique est capable d'induire
des mutations chez une bactérie: Salmonella typhimurium (Figure 3) (Pilliere et Falcy,
1991). Certaines substances nécessitent un inducteur pour étre mutagéne, pour cela un extrait
de foie de rat appelé SO Mix (fraction microsomal€) obtenu par ultracentrifugation est souvent
gouté a l'agar avant étalement. Cet extrait enzymatique convertirait les substances
cancérogenes en dérives éectrophiles, plus susceptibles de réagir directement avec I'ADN,
systeme absent chez les bactéries mais présent chez les mammiféres. Ains de nombreux
agents cancérogenes comme les aflatoxines ne deviennent actifs dans ce test qu'en présence
de cet extrait de foie (Guy, 2014). Les résultats peuvent étre qualitatifs (absence ou présence

de mutagénicité) ou quantitatifs (Pilliére et Falcy, 1991).

Ce test est simple, rapide a réaliser et reproductible (Pilliere et Falcy,
1991). Cependant, il présente un inconvénient majeur : il repose sur I’ utilisation de cellules
bactériennes dont le métabolisme differe de celui des cellules animaes et humaines
(Tarantini, 2009).

10
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Figure 3: Schémadu principe du test de Ames (Sikoraet al., 2012).

[.6.2. Test desadduits

Certaines substances geénotoxiques ont la propriété de se lier a certains sites
moléculaires a I'intérieur de la cellule pour former des adduits. La technique des
adduits permet de détecter ces liaisons aux macromolécules comme I’ ADN (adduits &I’ ADN)
ou aux protéines (adduits aux protéines), lors de I’exposition de I’ organisme a des agents

geénotoxiques (Pilliere et Falcy, 1991).

1.6.3. Test des cometes

Le test des comeétes (Figure 4) permet de détecter et de mesurer des cassures simple et
double brin au niveau de |’ ADN ainsi que les sites abasiques instables en milieu alcalin et qui
générent des cassures. Ce test posséde I'avantage de pouvoir étre appliqué sur n‘importe quel
type de celule eucaryote exposée a un environnement génotoxique. Cette technique est
simple, rapide, sensible et nécessite tres peu de cellules. Par contre elle ne fournit qu’une

11
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estimation qualitative du nombre de cassures. (Collins, 2004 ; Cotelle et Férard, 1999;
Dixon et al., 2002; Dhawan et al., 2009).

Noyau non
endommagé

Noyau légérement Noyau fortement
endommageé endommage

Téte Queue
Figure 4 : Photographie de noyaux endommagés et d'un hoyau hon endommagé (Michel, 2011)

1.6.4. Test des micronoyaux

La formation de micronoyaux résulte de fragments de chromosomes qui ne sont pas
présents dans |e noyau fille au moment de lamitose (Schmid, 1975). L'absence de centromeére
due a des cassures (effet clastogéne) ou a une désorganisation du noyau (effet aneugene)
entraine la formation de ces fragments de chromosomes (Figure 5). Trois critéres sont a
considérer : la taille du micronoyau, le contenu en ADN, et le pourcentage de micronoyaux
ayant des bandes C positives (Vanparys et al., 1990). Les bandes C correspondent a de
I'ADN péricentromérique et leur fréquence est augmentée en présence dagents

aneuploidogenes (Van Hummelen et al., 1992).

12
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Figure 5 : Schéma de formation des micronoyaux (Berthelot-Ricou et al., 2013).

Ce test présente I’avantage de mettre en évidence a la fois les lIésions aneugénes
(anomalies du nombre de chromosomes) et les |ésions clastogénes (Tarantini, 2009). C'est
une technique simple qui utilise directement des cellules cibles de certains génotoxiques
(Pilliere et Falcy, 1991). Toutefois, ce test donne moins dinformations sur la nature des

aberrations sSil n'est pas associé a d'autrestests (Parry et Sors, 1993).

1.6.5. Test des aberrations chromosomiques

Le test des aberrations chromosomiques consiste a examiner au microscope optique et
adéceler des anomaliestelles que les cassures de chromosomes, |es modifications de structure
et d’appariement et des erreurs survenues en cours de mitose (échanges entre chromatides
sceurs...). Cet examen se fait au cours de la métaphase (Bonassi et al., 1995 ; Hagmar et al.,
1998). Cette méthode est plus informative sur la nature des Iésions que le test des
micronoyaux. Cependant elle reste difficilement applicable (examens longs a réaliser)
(Vincent, 1993).

1.6.6. Tests de génotoxicité et cytotoxicité associés a Allium cepa

Allium cepa permet I’ évaluation de divers criteres de cytotoxicité et de génotoxicite.
Pour ce qui est de la cytotoxicité, |I’élongation racininaire est tres souvent déterminée en
paralléle avec les éudes de génotoxicité (Fiske o, 1988).

Les racines de Allium cepa ont surtout éé utilisees pour déterminer le nombre
d aberrations chromosomiques. Cette espéce Sest avérée trés sensible pour détecter le

potentiel génotoxique de produits chimiques (Fiskego, 1997), métaux (Fiskeso, 1988 ;

13
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Borboa et De la Torre, 1996) produits phytosanitaires (Butt et Vahidy, 1994) ou autres
substances organiques (Cortéset al., 1985).

D’ autres critéres ont aussi été étudiés dans les racines de Allium cepa : les échanges de
chromatides sceurs (Panda et al., 1996) et tres récemment, le test des cométes (Navarr ete et
al., 1997). Enfin, le test des micronoyaux évalué sur les racines de Allium est de plus en plus
utilisé dans | es études de génotoxicité (test Allium-MN) (Rank et al., 2002).

14
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|.7. Présentation des plantes éudiées
[.7.1. Description botanique de C. flammula

Les clématites appartiennent a la famille des renonculacées (Chawla et al., 2012),
Clematis flammula aussi appelée clématite flammette (Marc et al., 2008) est une plante
vigoureuse a feuilles bipennées, caduques, ligneuses, |égérement poilues, épaisses de couleur
verte, tige cylindrique, avec faibles cotes ovales a lancéolées, cunéiformes a tronquées ala
base; pétiole glabre de 4 a 5cm de longueur; fleurs blanches odorantes avec 4 sépales en
dessous (Figure N° 6) (Quézel et Santa, 1962). Les vaisseaux de la conduction de la seve
brute sont de tres gros calibre, traduisant des débits importants sur de grandes distances. Ces
deux points suggérent que cette herbacée est une plante grimpante, aux entre-nceuds
particulierement allongés (Boutin et al., 2010).

Figure 6: Photographie de Clematis flammula (Originale).
[.7.2. Classification botanique de C. flammula

Tableau Il : Classification de C. flammula (Quézel et Santa, 1962).

e EEEsd

Division Magnoliphyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Renunculales

Famille Renuncul aceae
Genre Clematis
Espece Clematis flammula

|.7.3. Effetsthérapeutiques de C. flammula
La clématite présente un important effet antioxydant et antibactérien (Atmani et al.,
2009). Elle est utilisée dans le traitement de la sciatique (Benkhnigue et al., 2011), des
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rhumatismes articulaires (Atmani et al., 2011), l'arthrite et les brllures superficielles
(Chawlaet al., 2012).
[.7.4. Description botanique de C. albidus

Cistus albidus, plus couramment appelé Ciste blanc ou Ciste cotonneux, peu odorant,
se trouve sous forme d arbrisseau de 40 cm a 1 m de hauteur. Les feuilles d’ un beau gris
duveteux sont sessiles, demi embrassantes, oblongues €lliptiques, opposées et trés velues sur
les 2 faces. Lesfleursde 4 a6 cm de long, d’ un rose lumineux sont pédonculées et en ombelle
au sommet des rameaux. Les sépales, au nombre de 5, sont largement ovales, acuminés et
velus. Les pétales, 2 a 3 fois plus longs que le calice, ont un aspect fripé (Figure N° 7). Le
fruit quant a lui, se présente sous forme de capsule ovoide a 5 loges, velu, plus court que le
calice. Cistus albidus dont la période de floraison va de mai a juin, pousse sur les sols
cacaires. On le trouve sur tout le pourtour méditerranéen: Sardaigne, Italie, Baléares,
Espagne, Portugal et Algérie (Rameau et al., 2008).

Figure 7: Photographie de Cistus albidus (Calame, 2007).
[.7.5. Classification botanique de C. albidus
Tableau |11 : Classification de C. albidus (Guignard, 1998).

Division Magnoliophyta
Classe: Malvidees
Ordre Malvales
Famille Cistaceae
Genre Cistus
Espéce Cistus albidus

|.7.6. Effets thérapeutiques de C. albidus
Toutes les especes du genre Cistus sont fréquemment utilistes en médecine
traditionnelle pour leurs propriétés antimicrobiennes, antitumorales, antivirales (Dimas et al.,
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2000) et anti-inflammatoires (Pala-Paul et al., 2005). Les feuilles, en décoction, sont
utilisées contre les douleurs gastriques et comme hypoglycémiant. En cataplasme, elles sont
employées contre les abcés. Les feuilles sont utilisées en infusion dans du thé, comme
digestif (Lahsissene et al., 2009).

|.7.7. Présentation et classification botanique de Allium cepa
Allium cepa fait partie de lafamille des aliacées. Cette plante est cultivée dans de trés

nombreux pays pour son usage aimentaire (Grant, 1982).

Tableau 1V : Classification botanique de Allium cepa (Breu, 1996).

I

Embranchement Spermaphyte
Classe Monocotylédone
Ordre Lilliales
Famille Alliaceae
Genre Allium
Espéce Allium cepa
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1. Matériels et méthodes

Notre étude a pour objectif, d'une part, |I’évaluation des potentiels génotoxique et
cytotoxique des extraites éthanoliques de deux plantes médicindes Clematis flammula et
Cistus albidus, et d autre part la mise en évidence d éventuels effets antigénotoxique et
anticytotoxique, en utilisant le test Allium cepa.

I1.1. Matérielsdelaboratoire et produits chimiques

L’ensemble des réactifs et des équipements utilisés sont représentés dans I’annexe
N°1.

I1.2. Matériel végétal

Les bulbes d oignons ont été achetés au marché de la ville de Bgaia. Les feuilles de
Clematis flammula ont été récoltées en juin-juillet 2012 dans la région d Amizour (Bgaia) et
les feuilles de Cistus albidus ont été récoltées en aolt 2013 dans la région de Tazmalt

(B§aia).

I1.3. Préparation du matériel végétal
11.3.1. Récolte et séchage
Les échantillons sont nettoyés afin d’ éliminer toute particule étrangére et les tiges sont

ensuite enlevées. Les feuilles de la plante nettoyées sont mises dans une étuve a 30°C.
11.3.2. Broyage et tamisage

Apres le séchage, les échantillons sont broyés a I'aide d'un broyeur électrique, puis
tamisés afin d obtenir une poudre fine a particule de granulométrie homogene inférieure ou
équivaente a 63 um (Figure N° 8) qui permet |’ extraction de taux importants de composés
phytochimiques, doués de toutes leurs activités biologiques. La poudre de chaque échantillon

est conservée dans des bocaux, bien hermétiques et recouverts.

LIF?

Figure 8: Photographie de la poudre des feuilles de Cistus albidus (Originale).
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» Extraction
Les polyphénols sont extraits selon la méthode décrite par Atmani et al., (2011). Les
extraits éthanoliques des deux plantes sont obtenus par macération de la poudre végétale dans
I’éthanol absolu avec un rapport masse/volume de (1/4) pendant 24h sous agitation. Le
mélange est versé dans une éprouvette et laissé décanter pendant 24h. Le surnageant est
récupéré puis versé dans des cristallisoirs et soumis a un séchage al’air libre et al’abri de la
lumiére jusqu’ a stabilisation compl éte de son poids (Figure N° 9).

Figure 9: Photographie d’' une étape d’ extraction éthanolique de Cistus albidus (originale).

> Rendement del’extraction

Le rendement d’ extraction est déterminé comme suit :
% d’extraction= [(P1-Pg)/m] x 100

PO : Poids du cristallisoir vide (g).

P1 : Poids du cristallisoir et |’ extrait aprés évaporation du solvant d’ extraction(g).
m: Poids de la poudre en gramme.

I1.4. Etude del’activité génotoxique et cytotoxique : test Allium cepa

Pour mettre en évidence un éventud effet génotoxique et cytotoxique des extraits
éthanoliques des feuilles de C. flammula et C. albidus, nous avons retenu le test Allium cepa.
Ce test a été chois pour son efficacité, sa simplicité, et pour son colt moins onéreux
(Fiskesio, 1987).

19



Matériels et Méthodes

» Protocole
Des bulbes d'oignons de taille homogéne sont préparés en les lavant et en les
épluchant, par la suite les bulbes sont mis dans des flacons remplis de milieu de culture, ce
dernier est renouvelé toutes les 24h pour permettre le développement des racines jusgu’a
environ 2cm de longueur, les bases des bulbes sont mises en contact direct avec le milieu
liquide dont la composition figure dans le tableau N° V. Les échantillons ainsi préparés sont

mis dans |’ é&uve a une température de 25+1°C (Figure N° 10).

Figure 10: Photographie des bulbes mis dans |’ éuve (originale).

Tableau V : Composition chimique du milieu de culture de Allium cepa.

Compose Concentration mg/I
CaS04 60
MgSO4 60
NaHCO3 96
KCI 4
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Nous avons utilisé des lots de 6 bulbes, répartis dans | e tableau suivant (Tableau N° VI) :

Tableau VI : Les différents traitements utilisés.

Numéro delot Traitement

1 MM + eau digtillé

5 MM + DM SO

3 MM + NaN3 a 25 pg/ml

4 MM + NaN3 a 50 pg/ml

5 MM + NaNz a 100 pg/mi

6 MM + extrait de C.flammula a 50 pg/ml
o MM + extrait de C.flammula a 100 pg/ml
8 MM + extrait de C.flammula a 300 pg/ml
9 MM + extrait de C.albidus a 50 pug/ml
10 MM + extrait de C.albidus a 100 pg/ml
11 MM + extrait de C.albidus a 300 pg/ml

MM : Milieu Minéra ; NaN;: Azide de sodium

Les bulbes ainsi traités sont remis al’ éuve pour une durée de 18 heures, 24 heures, 48

heures et 72heures.

> Fixation
Les racines sont nettoyées a I'eau ditillée et les deux derniers centimetres sont
prélevés et fixés pendant une durée de 18h dans un mélange éthanol absolu et acide acétique a
45% avec un rapport de (3/1) (V/V) préparé extemporanément (kanaya et al., 1994). Les
extrémités racinaires peuvent ensuite étre conservées along terme dans de I’ é&hanol 70% pour
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une observation différée ou bien étre hydrolysées dans le cas d une observation immédiate
(Maet al., 1995).

» Hydrolyse acide
Apres la fixation, les extrémités racinaires sont alors rincées avec de I'eau distillée,
puis hydrolysées avec du HCI 1N au bain marie a 60°C pendant 10 minutes. L’ hydrolyse a
pour but la destruction de la lamelle moyenne composée principalement de pectine, ce qui
facilite les étalements cellulaires (Ma et al., 1995).

» Coloration
Les racines hydrolysées sont colorées a base de carmin acétique a 2%, puis incubées
au bain marie a 60°C pendant 10 minutes, il s agit ensuite de poser une extrémité racinaire sur
une lame, de couper les deux premiers millimetres de la partie méristematique et les écraser a
I’aide d’une lamelle. La préparation est observée au microscope photonique au grossissement
Gx40 puis Gx100 (Bakareet al., 2012).

La mise en évidence d éventuels effets génotoxiques et cytotoxiques s est faite par

I’ évaluation de deux parametres.

I1.4.1. Parameétres macr oscopiques

C’est I’ observation morphologique des racines al’ ceil nu apres chague traitement. Les
signes de toxicité recherchés sont les changements de la consistance, la forme, la couleur des
racines, et la croissance de la longueur des racines mesurée a I’aide d'un pieds a coulisse
(Mirjanaet al., 2000 ; Herrero, 2012).

I1.4.2. Paramétres microscopiques

L’analyse microscopique consiste a dénombrer les cellules en interphase, prophase,
métaphase, anaphase et télophase, sur un nombre denviron 1000 cellules de la zone
meéristematique, pour chaque bulbe d oignon. Ensuite on procede a la détermination de

I’indice mitotique de phase ainsi que les aberrations chromosomiques (Herrero, 2012).
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> Indice mitotique
L’indice mitotique est défini par Kumari (2011) comme étant le nombre total des
cellules en division sur environ 1000 cellules dénombrées. |l est calculé par la formule
suivante :
IM% =[(P+M+A+T)/ (I+P+M+A+T)] x 100

IM: Indice mitotique; P: Prophase; M : Métaphase; A: Anaphase; T: Télophase; | : Interphase.

> Indice mitotique de phase
L’indice mitotique de chaque phase est calculé par la division du nombre de cellules

de la phase donnée par le nombre total de cellules en division (Kumari et al., 2009).

IM% =(nombre de cellule en phase donnée/nombre total de cellule en division) x 100

» Aberration chromosomique
Le nombre des cdlules aberrantes est noté par rapport a la totalité des cellules
calculées. Les aberrations sont caractérisées par d’ éventuels ponts (bridges), des cassures de
chromosomes, des agglomérats, des micronoyaux, disolement d'un ou plusieurs

chromosomes et des C-mitoses (Bakare et al., 2000).

I1.5. Etude del’activité anti-génotoxique et anti-cytotoxique

Pour évaluer un éventuel effet anti-génotoxique et anti-cytotoxique, nous avons traité
les lots de bulbes avec des mélanges de I’ extrait de chague plante a une concentration de
100pg/ml avec I azide de sodium a une concentration de 50pg/ml. Ce travail est réalisé dans

les mémes conditions que I’ é&ude de I’ activité génotoxique.

11.6. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont la moyenne £ SEM (n=6), les résultats ont été traités par une
analyse One-way ANOVA al’aide du logiciel GRAPHPAD version 6. La comparaison des
moyennes des traitements est réalisee al’aide du test Tukey, les différences sont considérées

significatives & p<0,05.
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I11. Résultats

I11.1. Taux d’extraction

Letableau N° VII représente le taux d’ extraction éthanolique des deux plantes étudiées.

Tableau VII : Taux d extraction de C. flammula et C. albidus.

Clematis flammula

11,30%

Cistus albidus

16,40%

[11.2. Paramétr es macr oscopiques

L’ observation morphologique a I’ceil nu des racines des bulbes incubées dans I’ eau

digtillée et celles traitées avec le DMSO, |’azide a 25ug/ml et 50ug/ml, lesextraits: C.

albidus a 50ug/ml et 100ug/ml, C. flammula a 50pg/ml et a 100pug/ml ne montrent aucune

anomalie, ces racines présentent une croissance normale. Néanmoins, les signes de toxicité

sont apparus lors des traitements des racines par |’ azide de sodium a 100ug/ml, les extraits de

C. albidus et C. flammula a 300ug/ml, ainsi que I’ association azide de sodium a 50ug/ml avec

les deux extraits de plante a 100pg/ml.

Les différents caractéres morphol ogiques observés sont : le changement de la couleur,

de la forme, du nombre, de la consistance (Figure N°11) et de la longueur des racines

(Tableau N° VI111).

Racines
jaunatres

Crochet

Figure 11: Photographie montrant |’ aspect des racines de Allium cepa traitées avec I’ azide de sodium

(Originae)

24



Résultats et discussion

Tableau VIII: Différences en longueurs des racines de Allium cepa avant et apres chague

traitement.
_ AL (cm) AL (cm) AL (cm) AL (cm)
Traitement
18h 24h 48h 72h

Eau 2.16+0.07° 1.48+0.06 2.58+0.11 | 3.70+0.18

DM SO 1.95+0.14° | 2.23+0.14 4.26+0.16 | 4.03+0.21

NaN; a 25 pg/ml 0.72+0.08° 0.87+0.10 0.53+0.08 | 0.69+0.07

NaN3 & 50 pg/ml 0.81+0.06° 1.26+0.03 0.82+0.06 | 1.25+0.14

NaN3 & 100 pug/ml 0.58+0.03 0.11+0.08 1.11+0.07 | 0.25+0.05
C.flammula & 50 pg/mi 2.13+0.037 2.87+0.05 2.52+0.43% | 2.46+0.05°
C.flammula 2100 pg/ml | 1.85+0.06" 1.78+0.05 3.06+0.08 | 2.43+0.06°
C.flammulaa300 pg/ml | -0.08+0.02" | -0.25+0.02" | -0.37+0.03 | -0.1+0.03°
C.albidus & 50 ug/ml 2.03+0.04" 2.03+0.03 2.08+0.04° | 1.88+0.02
C.albidus & 100 pg/ml 1.85+0.04% | 2.16+0.06° 1.83+0.02° | 2.05+0.02
C.albidus & 300 pg/ml -0.21+0.02° | -0.13+0.01° | -0.15+0.01°" | 0.05+0.01°
NaNza 50 pg/ml + extrait g b .
. -0.43+0.02 | -0.43+0.02° | -0.35+0.01™ | -0.35+0.01

de C.flammula a 100 pg/mi

NaNza 50 pg/ml + extrait i - ; .
-0.13+0.01" | -0.37+0.01 0.03+0.02" | -0.43+0.01

de C.albidus a 100 pg/ml
-NaN;: Azide de sodium

- AL : moyenne des différences de longueur (cm) des racines de Allium cepa avant et aprés traitement

+ SEM (n=6)

-Lesvaleursde AL qui ont une méme lettre ne différent pas significativement au risgue P<0,05.

L'analyse des résultats du tableau N° VIII & différentes heures montre que la
croissance en longueur des racines de Allium cepa ne différe pas significativement (P<0,05)
entre les lots traités avec les extraits de C. flammula et C. albidus aux concentrations 50ug/mi
et 100pg/ml avec leslots traités avec |’ eau distillée et le DM SO. Par contre, |e traitement avec

une concentration de 300ug/ml des extraits des deux plantes provogque une inhibition
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significative (P<0,05) de la croissance des racines par rapport aux contrbles négatifs et
positifs.

Nous remarquons aussi que le traitement a 18h, 24h, 48h, 72h des bulbes avec les
extraits de C. flammula et C. albidus a 100ug/ml associés a |I'azide de sodium a 50ug/mi
provogue une réduction importante de la croissance en longueur des racines comparativement
aux controles positifs et négatifs.

[11. 3. Résultats de I’ é&ude des paramétr es micr oscopiques

[11. 3. 1. Effet cytotoxique

IM%
1001
Eau
80+ DMSO
. Nal, 25pg/ml
60 . t
¥ : ¥ o . : ¥ x ¥ I NaN; S0pg/ml
*
o : - B ¥
40 Il NaN; 100pg/ml
C. flammuda 50pg/ml
204
C. flammuda 100pg /ml
0 : : . B C. flammudz 300pg/ml

18h 24h 48h 72h

Figure 12 : Indices mitotiques observés dans les cellules méristematiques de Allium cepa aprés
traitement avec I’ eau distillée, DM SO, I’ azide de sodium et I extrait C. flammula aux différentes

concentrations.

Les résultats sont: les moyennes + SEM (n=6). Les différences sont significatives a p*<0,05;
p**<0,01. NaN3. azide de sodium ; IM : indice mitotique

D’ aprés nos constatations, la figure N° 12 montre qu’ apres 18h, 24h, 48h, et 72h, il
n'y a pas de différence significative (p<0,05) de I'indice mitotique (IM) entre les cellules

traitées avec I’ eau distillée et les callules traitées avec le DM SO.

Pour le contréle positif, nous remarquons que I’ azide de sodium induit une réduction

significative (p<0,05) de I’IM comparativement aux contréles négatifs.
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Comme le montre la figure N° 12, I’extrait éhanolique de C.flammula a 50ug/ml
provogue entre 18 et 48h une augmentation significative de I'lM par rapport aux contréles

positifs.

Nous remarquons également gue le traitement des cellules méristematiques de Allium
cepa par I’ extrait éthanolique de C. flammula 100ug/ml et 300ug/ml provoque une diminution
significative (p<0,05) de I'IM par rapport aux contréles négatifs, et ne présente pas de

différence significative par rapport aux contréles positifs a 24h et 72h.

Toutefois, & 18h et 48h, I'IM des cellules traitées avec 100 et 300pug/ml d extrait
éthanolique de C.flammula est significativement supérieur de celui des cellules traitées avec

50 et 100ug/ml d azide de sodium.

IM%
100
80-
Fau
604 * ' + DM30
w Ty Vi . fav, Nal¥, 25pg/ad
40 Ty ¢ ! o, A : W N, Sugil
1 B N, 100l
€ aibids SOpghal
20- € aibidus 100ghal
B ¢ abicks W0ughl

18h 24h 48h 72h

Figure 13 : Indices mitotiques observés dans les cellules méristematiques de Allium cepa aprés

traitement avec I’ eau, DM SO, |’ azide de sodium et |’ extrait C. albidus aux différentes concentrations.

Les résultats sont: les moyennes + SEM (n=6). Les différences sont significatives a p*<0,05;
p**<0,01. .NaN;. azide de sodium ; IM : indice mitotique.

D’apres la figure N° 13, I'IM des cellules traitées avec les différentes concentrations
d extrait de C. albidus reste significativement inferieure (p<0,05) a I'lM des cellules des lots

témoins negatifs.
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La comparaison avec les lots témoins positifs montre que I'lM des cellules des lots
traités avec 50pg/ml et 100pg/ml d extrait est similaire & celui observé apres traitement avec
I’azide de sodium & 25pg/ml et ceux aprés 18h, 24h, 48h, 72h d’ exposition. L’'IM observé
avec |'extrait a 300ug/ml a 18h de traitement est similaire a I'IM obtenu avec |I'azide de
sodium a50pg/ml et 100ug/ml.

111.3.2. Effet anticytotoxique

IM%
100 5

80 4

Eau
@ DMSO

NaN3 25ug/ml
Il NalN3S0ug/ml
Il NaN3 100pg/ml

- C. flammaia 100pg/m]l+
NalN; S0pg/ml

18h 24h 48h T2h

Figure 14: Indices mitotiques observés dans | es cellules méristématiques de Allium cepa apres
traitement avec |’ eau, DM SO, |’ azide de sodium et I’ association extrait C. flammula & 100ug/ml /
azide de sodium & 50pg/ml.

Les résultats sont : les moyennes + SEM (n=6). Les différences sont significatives a p*<0,05;
p**<0,01. NaN3. azide de sodium ; IM : indice mitotique.

Comme on peut le constater sur la figure N° 14, le traitement combiné azide de
sodium/C. flammula provoque une réduction significative (p<0,05) de I'lM par rapport aux

controles négatifs. Cette réduction devient trés significative (p<0,01) a 48h et 72h.
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Nous remarquons également que I'IM observé dans les lots traités avec |’ association
azide de sodium (50ug/ml) et I’ extrait de C. flammula (100pg/ml) est similaire a celui observé
apres traitement avec I’ azide de sodium a 50 et 100ug/ml a 24h et 48h, le traitement prolongé
(72h) avec ce mélange s avere plus inhibiteur de la division céllulaire, I'IM obtenu est tres

significativement inferieur (p<0,01) a celui obtenu avec I’azide de sodium a 50ug/ml.

M%
100
804
§0- r r '
Eau
*k % *
o ¥ - o DMSO
404 NalN325ng/ml
I NaN;30pg/ml
2 I NaN;100pg/ml
C. aibidus 100pg/ml+
NalV; S0ug/ml
0 1 ] 1

18h 24h 48h 72h

Figure 15: Indices mitotiques observés dans les cellules méristématiques de Allium cepa aprés
traitement avec I’ eau, DM SO, I’ azide de sodium et I’ association extrait C. albidus a 100ug/ml/azide

de sodium a 50ug/ml.

Lesrésultats sont : les moyennes £ SEM (n=6). Les différences sont significatives a p*<0,05;
p**<0,01 .NaN;. azide de sodium ; IM : indice mitotique.

Comme on peut le constater sur la figure N°15, le traitement avec |’ association azide
de sodium/C. albidus réduit de fagon significative (p<0,05) I’IM comparativement aux
contrbles négatifs, cette réduction devient trés significative (p<0,01) a 48h et 72h

d’ exposition.

La comparaison avec le contrdle positif a 50 et 100ug/ml, montre que |’ effet de cette

association est similaire a 24h et 48h, |’ association devient plus cytotoxique apres 72h, en
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effet I’IM observé dans les lots traités avec ce mélange est tres significativement (p<0,01)

réduit par rapport a celui observé dansle lot traité avec I’ azide de sodium a 50 et 100ug/mi.
[11. 3. 3. Etude del’ effet génotoxique et antigénotoxique : Aberrations chromosomiques

Le tableau IX rapporte les valeurs du pourcentage des aberrations chromosomiques
observées dans les cellules méristématiques de Allium cepa aprés différents traitements.
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Tableau 1X: Pourcentages d aberrations chromosomiques observées dans les cellules

méristematiques de Allium cepa apres les différents traitements.

T raitement AC% AC% AC% AC%
raitemen
18h 24h 48h 72h
Eau 0.00+0.00* | 0.00+0.00* | 0.00+0.00° | 0.00+0.00%
DM SO 0.09+0.07* | 0.36+0.34*° | 0.16+0.13* | 0.02+0.01%
NaN3 25 pg/ml 0.23+0.15* | 0.09+0.08® | 0.39+0.31* | 0.06+0.04°
NaN3 50 pg/ml 3.08+1.09° | 0.97+0.36* | 1.51+0.63" | 0.30+0.15®
NaN; 100 pg/mi 7.35+2.61 | 4.49+1.76° | 1.21+061° | 2.16+0.50
C.flammula 50 pg/ml 0.32+0.10* | 2.78+1.09% | 1.93+0.51° | 0.76+0.44
C.flammula 100 pg/ml 2.58+0.51" | 3.64+0.83% | 1.89+0.43> | 0.55+0.36%
C.flammula 300 pg/ml 2+40.69° | 1.39+0.50°9" | 2.10+0.38° | 1.35+0.66°
C.albidus 50 pg/ml 0.52+0.14% | 0.93+0.42% | 0.36+0.12° | 0.57+0.21%
C.albidus 100 pug/ml 0.32+0.23* | 0.39+0.13% | 0.56+0.20° | 0.57+0.16®
C.albidus 300 pug/mi 0.17#0.09° | 0.38+0.09% | 0.21+0.09° | 0.36+0.12%
NaN3z 50 pg/ml + extrait de ,
- :l ”gll 100 ug/m 0.78+0.42* | 1.85+0.75"" | 0.05+0.03* | 0.02+0.01°
flammula pg/m
NaN3 50 pg/ml + extrait de :
; ajb:g/ 100 g 0.16+0.08*° | 053+0.25%" | 0.03+0.02* | 0.06+0.05%
.albidus pg/m

-NaN;: Azide de sodium ; AC : aberration chromosomique.
-Deux moyenne sur une méme colonne avec des | ettres identiques ne sont pas significativement

différentes (p<0,05)
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A 18h, les taux d’ aberrations chromosomiqgues ne sont pas significativement différents
entre les traitements suivant : eau, DMSO, azide de sodium a 25ug/mi, C. flammula a
50ug/mi, C. albidus a 50ug/ml, 100ug/ml et 300pg/ml mais aussi |I’association azide de
sodium/C. albidus et azide de sodium/C. flammula. Le traitement par I’ extrait de C. flammula
a 100ug/ml et 300pg/ml provoque une augmentation significative (p<0,05) du nombre de
cellules présentant des aberrations chromosomiques par rapport aux contrdles négatifs.

Nous remarquons également qu’'a 24h, les taux d aberrations chromosomiques des
cellules traitées avec I’ extrait éhanolique de C. albidus aux différentes concentrations et
I’association azide de sodium/C. albidus ne présentent pas de différences significatives
(p<0,05) par rapport aux contrdles négatifs et positifs a une concentration de 25ug/ml et
50ug/ml ; alors que le traitement avec C. flammula aux différentes concentrations et
I’ association azide de sodium/ C. flammula se traduit par une augmentation significative des
aberrations par rapport aux controles négatifs.

Les pourcentages d’ AC des cellules traitées avec |’ extrait éthanolique de C. flammula
a différentes concentrations a 48h sont significativement supérieurs (p<0,05) par rapport a
ceux observes dans les contréles négatifs et positifs. Les taux d’ AC des cellules traitées avec
les extraits éthanolique de C. albidus a différentes concentrations et I’ association azide de
sodium/ C. albidus, azide de sodium/ C. flammula sont similaires a ceux du contréle négatif,
alors qu'ils sont significativement inférieurs par rapport aux controles positifs.

Les pourcentages d’ AC observés dans les racines traitées avec |’ extrait éthanolique de
C. flammula a différentes concentrations a 72h sont significativement inférieurs (p<0,05) a
ceux oObservés aprés traitement a l'eau digtillée e au DMSO. Ces vaeurs sont
significativement supérieures par rapport a celles observées avec les contrdles positifs a
25ug/ml et 50pg/ml. Nous remarquons également que les taux d’ AC enregistrés des racines
traitées avec les extrait éthanolique de C. albidus a différentes concentrations et |’ association
azide de sodium/ C. albidus, azide de sodium/ C. flammula sont similaires a ceux des

controles négatifs

La plupart des aberrations observées sont des C- mitoses, anaphases perturbées, sticky
métaphase et cassures, les tableaux X, XlI, XII, XIII et les figures 17, 18, 19, illustrent les

différentes anomalies, et lafigure 16 montre les stades normaux de ladivision cellulaire.
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Tableau X: Les différentes aberrations observées sur environ 6000 cellules calcul ées des

racines de Allium cepa traitées a 18h.

_ Sticky i . Anaphase
Traitement i Agglomérat | Cassure | C-mitose ] MN
métaphase perturbe
Eau digtillé - - - - - -
DM SO - - - 5 1 -
NaN3 25ug/ml - - - 14 1 -
NaNz 50ug/mi 13 - 5 183 - -
NaN3 100ug/mi 5 21 5 469 6 2
C.flammula
- - - 133 8 -
50pg/mi
C.flammula
- - 4 165 5 -
100pg/mi
C.flammula
- - - 119 19 -
300pg/mi
C.albidus 50pg/mi - - - 34 4 -
C.albidus
- - - 19 2 -
100pg/mi
C.albidus
- - - 18 - -
300ug/ml
NaNz 50 pg/ml +
C.flammula - - - 48 3 -
100pg/ml
NaN3 50 pg/ml +
C.albidus - - - 10 - -
100pg/ml

-NaN;: Azide de sodium
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Tableau XI: Les différentes aberrations observées sur environ 6000 cellules cal cul ées des

racines de Allium cepa traitées a 24h.

) ) Sticky i ) Anaphase
Traitement Bridge i Agglomeérat | C-mitose ]
métaphase perturbeé
Eau digtillé - - - - -
DM SO - - - 24 -
NaN3z 25ug/mi - - - 5 -
NaN3z 50ug/mi 2 18 4 35 4
NaN3 100ug/mi - - - 323 1
C.flammula
- - - 179 14
50pg/mi
C.flammula
- 1 - 235 18
100pg/ml
C.flammula
81 1
300pg/mi
C.albidus 50ug/ml - - - 63 6
C.albidus 100 pg/ml - - - 25 -
C.albidus a 300
- - - 21 2
ng/ml
NaNza 50 pg/ml +
C.flammula 100 - - - 128 -
ng/ml
NaNza 50 pg/ml +
C.albidusa 100 - - - 37 -
po/ml

-NaN;: Azide de sodium
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Tableau XII: Les différentes aberrations observées sur environ 6000 cellules calculées des

racines de Allium cepa traitées a 48h.

) Sticky ) _ Anaphase
Traitement i Agglomérat | Cassure | C-mitose i
métaphase perturbeé
Eau distillé - - - - -
DM SO - - - 9 2
NaN3 25ug/ml - - 3 21 1
NaNz 50ug/mi 19 - - 79 -
NaN3 100ug/mi - 1 - 79 -
C.flammula
- - - 120 2
50pg/mi
C.flammula
- - - 134 -
100pg/ml
C.flammula
- 3 - 129 4
300ug/ml
C.albidus 50pg/mi - - - 24 -
C.albidus 100 pg/mi - - - 34 1
C.albidus 300 pg/mi - - - 15 -
NaN3 50pg/ml +
C.flammula - - - 3 -
100pg/mi
NaN3 50 pg/ml + 5
C.albidus 100 pg/mi

-NaN;: Azide de sodium
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Tableau XI111: Les différentes aberrations observées sur environ 6000 cellules calculées des

racines de Allium cepa traitées a 72h.

) Sticky ) _ Anaphase
Traitement ] Agglomérat | Cassure | C-mitose i
métaphase perturbeé
Eau distillé - - - - -
DM SO - - - 1 -
NaN3 25ug/ml - - - 4 -
NaNz 50ug/mi - 3 - 16 1
NaN3 100ug/mi - 1 2 141 -
C.flammula
- - - 46 4
50pg/mi
C.flammula
- - - 34 1
100pg/ml
C.flammula
- 1 3 82 -
300ug/ml
C.albidus 50pg/mi - - - 36 -
C.albidus 100 pg/mi - - - 35 3
C.albidus 300 pg/mi - - - 23 -
NaN3 50 pg/ml +
C.flammula 100 - - - 1 -
ng/ml
NaNza 50 pg/ml + 4
C.albidus 100 pg/mi

-NaN;: Azide de sodium
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Figure 16: Stades normaux de la mitose dans les cellules méristematiques de Allium cepa (GX40).

(a) Prophase, (b) Métaphase, (c) Anaphase, (d) Télophase, (e) Interphase.

Figure 17: Stades perturbés de la mitose dans | es cellules méristématiques de Allium cepa traitées
avec |’ azide de sodium (GX40).

(a) Micronoyau, (b) Pont chromosomique, (c) Chromosome isolé.
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Figure 18: Stades perturbés de la mitose dans les cellules méristématiques de Allium cepa traitées
avec C. flammula (GX40).

(a) Anaphase perturbé, (b) Cassures (c) Chromosomes en désordre, (d) C-mitose.

Figure 19 : stades perturbés de la mitose dans | es cellules méristématiques de Allium cepa traitées
avec C. albidus (GX40).

(a) Cassures, (b) C-mitose, (c) Sticky métaphase, (d) Anaphase perturbée.
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Discussion

Allium cepa est considéré comme un modéle de référence pour I’évauation de la
cytotoxicité et de la génotoxicité (Lubini et al., 2008 ; Bagatini et al., 2009). Cette espéce
possede des chromosomes peu nombreux (n=16) de grande taille, qui rendent facile la
détection des aberrations chromosomiques et les perturbations de la division cellulaire
(Barbério et al., 2011). De plus, Allium cepa est considéré comme étant similaire aux
organismes mammiferes en matiere de détection des altérations cytogénétiques engendrées
par les substances chimiques (Bhujbal et al., 2011), en raison des corrélations observées
entre ce test et les différents tests de génotoxicité utilisés chez les mammiféres (Tedesco et

laughinghouse, 2012).

Des parametres tels que la consistance, la coloration, la forme et la croissance des
racines peuvent étre utilisés pour estimer la cytotoxicité au niveau des racines de Allium cepa
(Bakare et Wale-Adeyemo, 2004).

Les résultats obtenus montrent qu’il n'y a aucune différence significative entre les
paramétres macroscopique et microscopique entre les lots traités avec I’ eau distillée et ceux
traités avec le DM SO, ce qui indigque que le DM SO n’exerce aucune action cytotoxigue ou

génotoxique.

Nous avons noté une inhibition significative de la croissance des racines lors du
traitement avec |’ extrait C. flammula, C. albidus a 300pg/ml et les mélanges azide de sodium
et extraits de plantes. L’inhibition de la croissance indique une cytotoxicité due a un arrét de
I’ activité mitotique. Les valeurs négatives observées dans certains lots seraient probablement
dues a I'entrée des cellules de Allium cepa en apoptose, ce qui se traduit par un

raccourcissement et une dégénérescence des racines (K hanna et Sharma, 2013).

L’indice mitotique est utilise comme indicateur de la prolifération cellulaire, il
renseigne sur la fréguence des cellules en division sa réduction reflete une cytotoxicite (Ping
et al., 2012). La baisse de I'indice mitotique des cellules traitées avec les extraits est en
corrélation avec les observations macroscopiques et confirme la cytotoxicité de ces extraits

aux concentrations testées.

L’ analyse des IM obtenus a montré que I’ azide de sodium & 25, 50 et 100ug/ml provoque une
réduction significative du nombre de cellules en division, ceci est en corréation avec les

données bibliographiques. En effet, I’azide de sodium est connu pour étre cytotoxique pour
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les plantes supérieures, les bactéries, les levures et les mammiferes (Kleinhofs et al., 1978).
Li et al (2011) suggerent que la baisse de I'lM des cellules méristématiques de Allium cepa
pourrait étre interprété par la mort cellulaire due a |'azide de sodium. Cette réduction peut
auss étre expliquée par I'inhibition de la synthése de I’ADN ou le blocage dans la phase G2
du cycle cdlulaire (Sudhakar, 2001),

Les aberrations chromosomiques sont des changements du nombre et de la structure
des chromosomes résultant d'une rupture ou d'un échange de matériel chromosomique
(Olorunfemi et Ehwre, 2011). La plupart des AC observées dans les cellules sont |étales,
mais il ya beaucoup d'aberrations qui sont viables et peuvent causer des effets génétiques,
somatiques ou héréditaires (Akinboro et Bakare, 2007). L’analyse des aberrations
chromosomiques permet donc I'estimation des effets génotoxiques (Ragunathan et
Panneer selvam, 2007).

Le pourcentage des cellules présentant des aberrations chromosomiques aprés
traitement avec |’extrait de C. albidus n’est pas significativement différent par rapport aux
contrbles négatifs, ceci indique que cet extrait ma pas daction génotoxique aux
concentrations testées. Nous avons noté que I’ azide de sodium et I’extrait de C. flammula
exercent un effet génotoxique, le nombre de celules présentant des aberrations est
extrémement éleve.

Les extraits de C. flammula et C. albidus & 100ug/ml ont exprimé une protection
contre le pouvoir mutagéne de |'azide de sodium. En effet Le nombre d aberrations
chromosomiques observées est significativement moins élevé dans les cellules traitées avec
I’ association azide de sodium et les extraits des deux plantes, ceci montre que les extraits
exercent une action antigénotoxique vis-avis de la génotoxicité induite par |’azide de

sodium, par contre ils n’ exercent aucun effet anticytotoxique.

La bibliographie rapporte que l'activité antimutagéne de certains composes est
préférentiellement exprimeée lorsgu’ils sont administrés en méme temps I’ administration de
['agent mutagene. 1l a été observé que les polyphénols expriment une protection contre le
pouvoir mutagene de I’ azide de sodium (NaN3). Nakasugi, (2000) suggére que ces Composes
agissent en tant qu’ antimutagenes a I’ égard de NaN3 en affectant le systeme de réparation de

I'ADN apres avoir été attagué par I'agent mutagene.

40



Discussion

Parmi les aberrations on note une hausse des cellules en c-mitose qui S expliquerait
par I'inhibition de la formation du fuseau achromatique, un effet semblable a celui de la
colchicine (Turkoglu, 2007), et I’ apparition des ponts anaphasi ques (bridges) qui sont formés
probablement par la fusion des chromatides lors de la séparation des chromosomes en
anaphase (Sifa, 2007). Les chromosomes collants conduisent généralement a la formation de
ces ponts pendant la fin de la métaphase et I’ anaphase et ce jusqu’ a inhiber la télophase et la
cytokinese, entravant ainsi la division cellulaire (Bhujbal et al., 2011). Leur formation est
causee par des réactions avec I’ADN au cours de ses périodes de repos ce qui provoque la
réticulation ADN-ADN ou ADN-proténe (Amin, 2002). Ces chromosomes collants peuvent
aussi étre interprétés comme un résultat de la dépolymérisation de I’ADN, la dissolution
partielle des nucléoprotéines, la rupture et |I'échange d unité de base de chromatides et le
décapage du revétement protéiques de I’ADN dans les chromosomes (Abde Migid et
Abdelrahman, 2013).

Les micronoyaux seraient le résultat de fragments acentriques ou de chromosomes
entiers qui ne sont pas intégrés dans le noyau principal au cours du cycle cellulaire. Les
chromosomes retardataires peuvent également se développer en chromosomes isolés
résultants d’'une répartition inégale du matériel génétique, ou constituer des membranes

nucléaires autour d’ eux, formant ainsi des micronoyaux (Bakare et al., 2000).

Les activités génotoxique et cytotoxique des extraits de plantes sont probablement
dues ala présence des composes phénoliques dans les extraits interférant avec les protéines du
cycle cellulaire et la réplication de I'ADN (Edziri et al., 2011 ; Patel et al., 2012). Des
travaux ont montré que les composés actifs, particuliérement, les polyphénols, les alcaloides
et les terpenoides ont une action antimitotique et se comportent comme des inhibiteurs
d’ enzymes impliguées dans le processus du cycle cellulaire. En effet, I’inhibition des enzymes
mitochondriales telles que la succinoxidase par les flavonoides tels que, la quercétine, la
myrcétine et la quercétagétine subissaient une autooxydation ce qui entraine la formation du
peroxyde d' hydrogene, le superoxyde et le radical hydroxyl (Jorgensen et al., 1998 ; Olsen
et al., 1981 ; Doroshow et al., 1980). Sanyal et al. (1997) ont montré que, la coumarine, la
vanilling, la caféine, I’acide tannique et cinnamaldéhyde augmentent la formation des

micronoyaux a des concentrations élevées.
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On peut déduire a partir de ces résultats que les extraits éthanoliques de C. flammula et
C albidus sont riches en composés bioactifs qui ont pu s interférer avec les composantes du
cycle cellulaire et induire un effet génotoxique et cytotoxique, mais aussi des composés ayant
un effet protecteur vis-a-vis de la génotoxicité induite par I’ azide de sodium.
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Conclusion

Notre étude a pour objectif, d'une part, I’évaluation des potentiels génotoxiques et

cytotoxiques des extraites éthanoliques de deux plantes médicinales Clematis flammula et

Cistus albidus, et d autre part la mise en évidence d éventuels effets antigénotoxiques et

anticytotoxiques, en utilisant le test Allium cepa.

Les résultats de ce test démontrent que :

Les extraits éhanoliques de C. flammula et C. albidus sont Iégerement cytotoxiques a
faibles concentrations (50 et 100ug/ml). Alors qu’une concentration plus élevée est
fortement cytotoxique, en effet une inhibition significative de la croissance en
longueur des racines a été observée a une concentration de 300ug/ml extrait.

Les résultats montrent également que les extraits éthanoliques de C. flammula et C.
albidus n’induisent pas d’ effet anticytotoxique vis-avis la cytotoxicité de I’azide de
sodium; I'association des extraits avec I'azide de sodium induit une réduction
significative de |’ indice mitotique par rapport aux témoins.

Le traitement avec I’ extrait éthanolique de C. flammula provogque une augmentation
significative des pourcentages d’ aberrations par rapport aux controles négatifs, ceci
indique que cet extrait est génotoxigue aux concentrations testées.

Le traitement avec I’extrait éthanolique de C. albidus aux différentes concentrations
n'induit pas d'augmentation significative des taux d aberrations par rapport aux
contréles négatifs, ce qui indique que cet extrait N’ est pas génotoxique.

Les taux d aberrations chromosomiques observées lors du traitement par |’ association
a |’azide de sodium/extraits de plantes sont inférieurs a ceux du contréle positif, ce
qui indigue que les extraits de C. flammula et C. albidus ont une action

antigenotoxique.

En perspective, il serait intéressant de compléter cetravail par d’ autres études:

Déterminer la DL sy des composes actifs sur le modéle A. cepa.
Réaliser d’ autres tests de génotoxicite.

Elucider le mécanisme d’ action des composes actifs.
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Annexes N°1 : Matériels et réactifs du laboratoire.

Tableau 1: Le matériel et réactif du laboratoire.

Matéries

Réactifs

-Etuve (Memmert, Ecocell, Binder)

-Bain marie (Memmert)

-Plaques agitatrices (VELP Scientifica AM4)
et Barreaux magnétiques.

-Balance électronique (RADWAG PYC/2,
précision + 0,019).

-Microscope éectronique (Zeiss West
Germany).

-Sonicateur (Ultrasonic Cleaner Raypa).
-Vortex.

-Pieds a coulisse.

-Réfrigérateur.

-Lames et lamelles.

-Loupe optique (Zeiss).

-Papier absorbant.

-Appareil photo.

-Pincefine.

-Seringue.

-Verrerie : tubes a essai, béchers, erlenmeyer,
éprouvettes, cristallisoirs, micropipettes,

pi pettes.

-Eau distillée.
-Ethanol absolu
-Acide acétique 45%.
-Carmin acétique.
-HCI 1IN.

-CaS0;.

-MgSO.,.

-NaHCO;,

-KCl.

-DMSO.

-Azide de sodium (NaN3).




Résumé

Les potentidls génotoxique et cytotoxique des extraits éthanoliques de deux plantes
meédicinales locales ; Clematis flammula et Cistus albidus ont été évalués en utilisant le test Allium
cepa. Les extraits ont été testés a 50ug/ml, 100ug/ml et 300ug/ml, I’ azide de sodium a été utilise
comme contrdle positif a 25 pg/ml, 50ug/ml, 100ug/ml, I'eau ditillée et le DMSO comme
contrbles négatifs. Les résultats obtenus montrent que les extraits éthanoliques de C. flammula et C.
albidus sont légerement cytotoxiques a faibles concentrations (50 et 100ug/ml), alors qu’ une
concentration plus élevée (300ug/ml) est fortement cytotoxique, ces extraits n’induisent pas
d effet anticytotoxique vis-avis la cytotoxicité de I'azide de sodium. Les pourcentages
d aberrations observées apres traitement avec |’ extrait C. flammula sont significativement éevés
par rapport aux controles négatifs, ceci indique que cet extrait est génotoxique aux concentrations
testées. Les taux d’ aberrations chromosomiques observées lors du traitement par |’ association avec
I” azide de sodium/extraits de plante sont inférieurs a ceux du contréle positif, ce qui indique que

les extraits ont une action antigenotoxique.
Motsclés: C.flammula, C.albidus, génotoxicité, cytotoxicité, Allium cepa.

Abstract

The genotoxic and cytotoxic potential of ethanolic extracts of two loca medicinal plants;
Clematis flammula and Cistus albidus were evaluated using Allium cepa test. The extracts have
been tested at 50pg/ml, 100pg/ml and 300pg/ml, sodium azide was used as a positive control at 25
pg/ml, 50ug/ml, 100u /ml, distilled water and DMSO as negative controls. The results obtained
show that the ethanolic extracts of C.flammula and C.albidus are dightly cytotoxic at low
concentrations (50 et 100pg/ml), while a higher concentration (300pg/ml) is highly cytotoxic,
these extracts do not induce anticytotoxic effect against the cytotoxicity of sodium azide. The
percentages of aberrations observed after treatment with the extract of C. flammula are
significantly elevated compared to negative controls, this indicates that this extract is genotoxic at
the concentrations tested. The chromosomal aberration rate observed during treatment with the
combination with sodium azide/ plant extracts are lower than the positive control, indicating that
the extracts have antigenotoxic action.

Keywords. C.flammula, C.albidus, gentotoxicity, cytotoxicity, Allium cepa.
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