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Introduction

Introduction

Origanum majorana est une plante herbacée du genre Origanum, a feuilles
persistantes appartenant a la famille des lamiacées. Elle est également connue comme
marjolaine sucrée (Pimple et al., 2012 ; Kumar et al., 2011). Leur utilisation pour la prise en
charge de diverses maladies était également pratique, étant sudorifique, stomatique,
expectorante,  emmenagogique,  stimulante,  antiseptique,  hépatoprotectrice et
néphropatrotectrice. Tant le monde universitaire que I’industrie alimentaire ont été fascinés
par les propriétés biologiques des extraits d’Origanum et des huiles essentielles en raison de

leur potentiel antimicrobien et antioxydant. (Pimple et al., 2012).

Cette matiére végétale contient un grand nombre de molécules qui ont de multiples
intéréts ; Parmi ces composes on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides

phenoliques, les tannins, les terpenes et les flavonoides (Bahorun et al., 1996).

Parmi les moyens reconnus d’explorer I’exposition aux composés génotoxiques
figurent les tests de génotoxicité, définis littéralement comme des tests mettant en évidence
une atteinte génotoxique. La présente étude illustre 1’effet cytotoxique et génotoxique de
I’extrait hydro alcoolique d’Origanum majorana par test Allium cepa, ce dernier est utilisé
comme modele expérimental. En prenant en considération 1’effet inhibiteur de I’extrait sur
I’¢élongation racinaire. Il existe de nombreux tests par lesquels on peut détecter la génotoxicité
d’une substance, d’un produit, ou d’un mélange produit a savon donné le test d’Ames, test de
cometes, test de micronoyaux ...etc.

Ce mémoire est constitué de deux parties ; la premiere est une étude bibliographique qui
comporte deux chapitres :

e Le premier est consacré a la plante étudiée Origanum majorana.

e Le deuxieme chapitre traite la génotoxicité.

Pour la deuxiéme partie expérimentale, elle est structurée comme suit :

e Le premier chapitre traite le matériel et les méthodes adoptées dans L’étude.

e Le deuxiéeme illustre les résultats obtenus et leurs discussions.
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Synthése bibliographique
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. Lamiaceae
1.1. Généralité sur la famille des Lamiaceae

Les lamiacées, encore parfois appelées labiées ou labiacées, sont de 1’une des principales
familles de plantes dicotylédones, qui comprend environ deux cents trente six genres et sept
milles espéces (Hilan et al., 2006) Cette famille est géographiquement présente dans le
monde entier, sauf dans les régions polaires et les déserts (1). Les Lamiacées sont le plus
souvent des plantes herbacées, annuelles ou vivaces (Sticher, 1977) ; et généralement les
lamiacées donnent de nombreuses plantes médicinales qui sont exploitées en phytothérapie

(1).

1.2. Description botanique des lamiacées

Les Lamiaceae sont des plantes herbacées ou arbustives, trés rarement des arbres (Hyptis).
Elles se caractérisent par la présence de glandes épidermiques aromatiques et contiennent
ordinairement des carbohydrates tels que le stachyose. Les feuilles sont opposées, simple,
toujours sans stipule, rarement composées. Les tiges sont a section quadrangulaire, au moins
dans leur jeune age, et sont a rameaux opposés, Les fleurs sont ordinairement hermaphrodites
Ou unisexuees sont accompagnées de bractéoles et ont évolué vers 1’adaptation a la
pollinisation par les insectes, Le calice est souvent persistant. Il est pentamére, posséde 5
dents ou lobes et peut étre bilabié. Les étamines peuvent étre de forme et de taille trés
différente et sont adaptées a la pollinisation par les insectes. Le fruit est ordinairement

constitué de quatre nucules a tégument dur ; ce peut étre une drupe (Prasium). (2)
1.3. Caractéristiques de la famille des Lamiacées

Cette famille, tres homogéne, comprend environ sept milles espéces.

C'est une famille dont I'aire de répartition est vaste avec une prépondérance dans les régions
méditerranéennes. Thym, Lavande, Romarin sont des Lamiacées caractéristiques de la flore
des garrigues. Les Lamiacées sont rares dans les montagnes et les régions arctiques.

Elles sont utilisées en herboristerie, en pharmacie et parfumerie ; dans lI'alimentation en tant

qu'aromates. Les Lamiacées sont tres proches des Verbénacées. (Dupont, 2007)



Synthése bibliographique Chapitre I : Origanum majorana

Genre Origanum
Position systématique

Tableau 01 : Classification du genre Origanum (Deysson, 1967)

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Gamopétales

Série Superovariées tétra cyclique

Super ordre Tubi florales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae

Sous-famille Népétoidées
Genre Origanum

I.3.a. Caractéres botaniques du genre Origanum

Le nom « Origanum » vient du grec « Oros » = montagne, et « Ganos » = joie, ’origan est
donc considéré comme la joie ou I’ornement des montagnes. (Maza, 2014). Les caractéres
distinctifs du genre Origanum sont les suivants (letswaart, 1980) :

* Parties souterraines : Les parties souterraines de toutes les espéces d’Origanum sont plus
ou moins boisées. De nombreuses especes (en particulier celles de I’est de la Méditerranée)

ont des racines ligneuses tres épaisses.

* Tiges : les portions les plus basse sont en générale presque toutes les especes, les tiges sont
dressées, ou ascendantes portant des branches latérales. Dans la majorité des especes, la
longueur de la tige est de 30 a 60 cm ; la plupart portent des poils, au moins a la base dans

toutes les espéces ; les poils sont simple, sauf pour O.dictamnus sont ramifiés.

* Feuilles : elles sont sessiles subsessiles chez plusieurs espéces, chez beaucoup d’autres
pétiolées, surtout dans les minuscules ; le pétiole atteint le quart ou la moitié de la dimension
du limbe ; les feuilles ne different pas de celles sur les tiges, mais souvent les poils sur les
feuilles sont un peu plus courts et identiques. Les feuilles portent des poches sécrétrices
sessiles pédonculées. Ces glandes sécrétrices sont aussi présentes sur tiges, bractées, calices,

et corolles. Les feuilles et les parties floriferes de la plante contiennent des glandes
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oléagineuses essentielles qui sécrétent des huiles volatiles responsables du parfum de la plante
(Greuter et al.,1986).

* Calices : sont parmi les parties les plus variables du genre Origanum il possede cing dents
plus ou moins soudées ou il est formé par une ou deux lévres plus ou moins dentées. La
classification en différentes sections fait également intervenir les caractéres distinctifs du
calice.

- Généralement la corolle en forme du tube est dressée avec deux levres de deux a Quatorze
mm, sa couleur est blanche, rose ou violettes. Les étamines ovaires peuvent étre de forme et
de taille tres différent et sont adaptées a la pollinisation par les insectes. Les fruits sont des

akénes ovoides, bruns, mesurant un a cing mm de long et 0,5 mm de large.
1.3.b. Repartition

Le genre Origanum a été particulierement étudie par (letswaart, 1980). Il reconnait trois
groupes, dix sections, trente-huit especes, six sous-especes et seize hybrides ont été reconnus
(Skoula et Harborne, 2002). Les membres du genre sont répartis principalement autour de la
région mediterranéenne, plus de 80% se trouvant exclusivement en Méditerranée orientale
(Greuter et al., 1986) ou elles poussent en zones montagneuses sur des sols secs, rocheux et
souvent calcaires. Origanum vulgare L. possede la plus grande distribution et peut étre trouve
dans toute la région méditerranéenne, dans la plupart des parties de la région euro-sibérienne
ainsi que dans la région irano-turanienne (letswaart, 1980). Environ de 60 % des taxons
Origanum sont enregistrés en Turquie, ce qui indique que cette zone geographique est le

centre génétique du genre Origanum.

Figure 01. Distribution du genre Origanum (letswaart, 1980).
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I.4. Classification botanique de I’Origan selon la flore de QUEZEL et SANTA (1962-
1963)

En Algérie, I’Origan est représenté par trois especes : Origanum majorana L., Origanum
floribundum munby et Origanum glandulosum Desf. La premiére espéce, Origanum majorana
L. est cultivée et plus ou moins subspontanée. Son aire de distribution est I’Europe et la
Méditerranée. La deuxiéme espéce, Origanum floribundum Munby est localisée dan 1’Atlas
Tellien et la grande Kabylie ou colonise les paturages surtout en montagne. La troisieme
espéce est plus répandue dans toutes les régions et elle est considérée sur le plan
phytogéographique comme plante endémique, c'est-a-dire que I’aire de répartition de cette
plante est localisée dans deux pays 1’ Algérie et la Tunisie (Quezel et Santa, 1962-1963).

1.5. Espéces du genre Origanum

Origanum est utilisé depuis des milliers d’années comme épice et en ethnomédecine
(Fleisher et Fleisher, 1988). Elle a des activités antifongiques, antimicrobiennes, insecticides
et antioxydantes (Kokkini, 1997 ; Baydar et al., 2004 ; Kulisic et al., 2004 ; Bakkali et al.,
2008). Des activités antispasmodiques, antitumorales, antifongiques et analgésiques
d’Origanum ont été signalés (Elgayar et al., 2001 ; Puertas et al., 2002 ; Sokovic et al.,
2002 ; Sari et al., 2006). Baser (2002) et Dundar et al. (2008) ont contaté que I’Origanum a
été utilisé comme expectorant, antiparasique, antihaelminthique et un renéde pour les troubles
gastro-intestinaux. Silva et al., (2012) ont suggéré que le carvacrol présent dans 1’huile
essentielle d’Origanum interfere probablement dans la libération et/ou la synthése de
médiateurs inflammatoires, tels que les protanoides, et favorise ainsi le processus de guérison
des ulceres gastriques. Plus loin, il est utilisé contre les coliques, la toux, les maux de dents et
les cycles menstruels irréguliers (Force et al., 2000 ; Kintzios, 2002a). Origanum sont
également utilisés comme désinfectant puissant, agent aromatisant dans les parfums et dans
les savons parfumés (Guenther, 1949 ; Chiez, 1984 ; Kotb, 1985). En tant qu’herbe
culinaire, elle est utilisée pour aromatiser les aliments et les boissons alcoolisées (Aligiannis
et al., 2001 ; Bendahou et al., 2008 ; Sivropoulou et al., 1996). L’origan présente un
potentiel prometteur de prévention des complications du diabéte dans les traitements a long
terme et a une efficacité anti-inflammatoire telle que décrite par I’inhibition de la
lipoxygénase du soja (Koukoulitsa et al., 2006). Les métabolites secondaires de cette plante

ont été bien étudiés en termes de composés polyphénoliques et d’huiles essentielles. Par
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conséquent, plus d’une centaine de composés non volatils ont déja été identifiés dans cette
plante qui comprend des flavonoides, des dépsides et des origanosides (Nakatani et al.,
1987 ; Lin et al., 2003 ; Koukoulitsa et al., 2006 ; Liang et al., 2010 ; Skaltsa et al., 2010).
Les especes de cette plante qui ont été soumises au profilage chimique comme discuté plus

loin.
1.5.1. Origanum majorana L

Origanum majorana L. (connu sous le nom de Sahtar ou Zaatar en médecine traditionnelle)
actuellement appelé marjolaine douce, est une plante médicinale de la famille des Lamiacées,
une plante vivace du genre Origanum (Prerna et Vasudeva, 2015), avec un port de
croissance autonome, elle est un photoautotrophe (letswaart, 1980). Cette plante est
distribuée dans les régions méditerranéennes, notamment au Maroc, en Algérie, en Egypte, en

Espagne et au Portugal (letswaart, 1980).

En médecine populaire marocaine, la marjolaine est utilisee comme anti refroidissement
(Bellakhdar et al., 1991) contre les allergies, la grippe, ’hypertension (Tahraoui et al.,
2007; Benali et al., 2017), la fievre (Bellakhdar et al., 1991), les infections respiratoires
(Ennacerie et al., 2017), diabete (Benkhnigue et al., 2014 ; EI Hafian et al., 2014), les
douleurs menstruelles, le froid dans ’utérus, les douleurs a I’estomac, la toux (Bouayyadi et
al., 2015), le rhumatisme, les maux de téte, I’insomnie (Abouri et al., 2012), ont utilisé
comme antispasmodique intestinal (Hachi et al., 2015). De plus, plusieurs travaux antérieurs
ont démontré d’autres priorités ethnobotaniques d’O. majorana L. comme les études d’El-
Hilaly et al., (2003) ; EI Abbouyi et al., 2014 ; Ouelbani et al., 2016 ; Alaoui et Laaribya
2017 et Zougagh et al., (2019). L’Origanum majorana L. est riche en produits
phytochimiques tels que le thymol, le carvacrol, les tanins, 1’hydroquinone, 1’arbutin, le
méthylarbutin, la vitexine, I’orientine, la thymonine, le triacontan, le sitostérol, le cis-sabinene
hydraté, le limonéne, la terpinéne, le camphéne et les flavonoides comme la diosmetine, la
lutéoline et I’apigénine (Jelali et al., 2011 ; Guerra-Boone et al., 2015 ; Sefeer et Elumalai,

2018 ; Chaves et al., 2019), qui expliquent ses propriétés biologiques.



Synthése bibliographique Chapitre I : Origanum majorana

1.5.2. Classification de ’Origanum majorana L.

Tableau 02 : Classification d’Origanum majorana L. (Figueredo, 2007)

Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Gamopétales
Série Superovariées tétra cyclique
Super ordre Tubi florales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous-famille Népétoidées
Genre Origanum
Espéce Origanum majorana

1.5.3. Synonyme et taxonomie

Origanum majorana L. est une espéce herbacée appartenant a la famille des Lamiaceae, qui
est I’un des deux cents genres, de la tribu des Mentheae, du genre Origanum et du sous-genre
Majorana (Chishti et al., 2013). Le genre comprend plus de Quarante-quatre especes, SixX
sous-especes, trois variétés botaniques et Dix-huit hybrides (Prerna et Vasudeva, 2015). Le
genre Origanum a été divisé en dix sections (Amaracus, Anatolicon, Brevifilamentumn
Longitubus, Chilocalyxn, Majoranan, Campanulaticalyx, Elongatispica, Origanum, and
Prolaticorolla) suivant la classification letswaart (1980). La plante étudiee O. majorana L.
appartient a la section Majorana qui se compose de trois espéces (Origanum majorana L.,

Origanum onites L., O. syriacum L.) letswaart (1980).
1.5.4. Description botanique

Origanum majorana L. est une plante vivace buissonnante qui peut atteindre trente a
Soixante cm de hauteur et qui possede des tiges carrées rougeatres a ramifications multiples
descendantes qui se déversent pour créer un monticule. Ses tiges sont droites, faibles, velues,
rondes et vertes avec des taches rouges. Les feuilles de cette plante sont herbacées,
globuleuses, simples, pétiolées et ovées a oblongues-ovées, petites (0,5 a 1,5 cm de longueur
et 0,2 a 0,8 cm de largeur), souvent quadri gones-cylindriques, et leur texture est extrémement

lisse et velue. Les bractées sont différentes des feuilles, densément imbriquées, aussi
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longtemps que les calices, de couleur vert gris, et disposées 1’une en face de I’autre sur une
tige carrée. La marjolaine douce a de petites fleurs (longues de 0,3 cm et disposées en forme
de bavure, longues de 1,3 cm), hermaphrodite ou femelle. Les fleurs sont tubulaires avec deux
lévres, 1-lipped pour une ou plusieurs levres supérieures entiéres ou denticulées. Elle a des
calices aplatis, des fleurs blanches ou rose pale avec des bractées vertes grises qui fleurissent
en épis de juin a septembre. Bien que les graines mirissent d’aotit a septembre. Elles sont
ovales, foncées et brunes. Les racines sont sous-cylindriques, longitudinalement plissées avec
des fissures transversales de 0,2 a4 0,6 mm de diametre. La surface extérieure est brun foncé,
tandis que l’intérieur est brun clair avec plusieurs radicelles longues (letswaart, 1980 ;

Prerna et Vasudeva, 2015). La figure 02 montre la morphologie de la plante O. majorana.

Figure 02 : Origanum majorana L. (3)

1.5.5. Morphologie des feuilles d’Origanum majorana

Les feuilles sont lisses, simples, pétiolées, ovées a oblongues, (0,5-1,5 cm) de long, (0,2-0,8
cm) de large, a ’apex obtus, a la marge entiere, a la base symétrique mais effilée et a la
nervure réticulée. La texture est extrémement lisse en raison de la présence de nombreux

poils. La figure 03 montre la morphologie des feuilles d’Origanum majorana.
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Figure 03 : Morphologie des feuilles d'Origanum majorana (Pimple et al., 2012).

L’¢étude paradermale de la surface révele la présence de stomates diacytiques, dans lesquelles
la stomie est recouverte de deux cellules de garde suivies de deux cellules subsidiaires et de la
couche d’épiderme. Les cellules épidermiques sont polygonales, minces et ondulées.
L’analyse de surface de la feuille révele également la présence de veines, d’ilots veineux et de
terminaisons veineuses. L’épiderme supérieur se compose de cellules polygonales et de la
paroi externe qui contient de nombreux trichomes et stomates couvrant. Les trichomes de
couverture sont multicellulaires, unisériés, a parois minces et pointus. L’épiderme inférieur

est similaire a I’épiderme supérieur (Figure 04).

Figure 04 : Caractéres paradermaux des feuilles d’Origanum majorana (X400) Feuille
montrant a - trichome et bases de trichome, b - stomates diacytiques de la surface supérieure,
¢ - glandes salées et cellules de palissade et d - épiderme ondulé et stomates diacytiques de la

surface inférieure (Pimple et al., 2012)

La section transversale de la feuille montre 1’épiderme cuticularisé suivi par des couches de

chollenchyme disposées compactement suivi par des faisceaux vasculaires (xyleme et

10
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phloeme), alors que le mésophylle montre que des cellules de palissade et parenchyme sont
spongieuses. Le tissu du collenchyme est constitué de cellules parenchymateuses arrondies a
paroi épaisse. Les fibres de xyleme sont lignifiées alors que les fibres de phloéme ne le sont

pas, la figure 05 illustre la microcopie détaillée du plomb (Pimple et al., 2012).

SRR e
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Figure 05 : Caractéres microscopiques des feuilles d’origan majorana (X400) Coupe
transversale montrant a - Trichomes couvrant, b - Mésolhyll avec cellules palissades,
épiderme cuticularisé et SP (parenchyme spongieux), ¢ - dépots d’amidon dans SP
(parenchyme spongieux) d - SP (parenchyme spongieux) avec des globules d’huile, ¢ -
collenchyme compactement disposé, SP (parenchyme spongieux), globules d’huile, xyleme
lignifié. (BP Pimple et al. 2012)

1.6. Répartition géographique

Origanum majorana est communément connu comme originaire de Chypre, Antalya
(Turquie), distribué dans différentes parties des pays méditerranéens comme la Serbie, ’Italie,
la Corse, le sud de I’Espagne et le Portugal, le Maroc et 1’Algérie (letswaart, 1980). Y
compris, partout dans le monde ou il est cultivé dans de nombreux pays d’Europe tels que la
France, les Etats-Unis, 1’Asie, dans différentes parties de I’Inde, la Hongrie et les Etats-Unis
(Prerna et Vasudeva, 2015).

1.7. Usage ethno médicinal

Origanum majorana L est ’'une des plantes médicinales connues pour son utilisation en
médecine traditionnelle (tab 4). Le tableau si dessous montre la partie utilisée et ses effets

ainsi que le mode de la préparation.

11
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Tableau 04 : Utilisation ethno médicinale d’O. majorana.

Etude de la Partie utilisée Mode de Utilisation Reéférences
région préparation traditionnelle
Haut Atlas de I’Est | Feuilles Décoction Antifroid Benlamdini
(Maroc) et al.,
(2014)
Guercif (NE du Feuilles Décoction Allergie, fievre, | Benali et
Maroc) Perfusion grippe, al., 2017
hypertension
Kenitra (centre du | Pas signalé Perfusion Problémes Salhi et al.,
Maroc) respiratoires, (2010)
troubles
gastriques,
maux de téte
Parc national de Pas signalé Perfusion Troubles Rhattas et
Talassemtane (Rif neurologiques et | al., (2016)
occidental du digestifs,
Maroc) maladie de la
bouche
Province de Tata Feuilles Décoction Rhumatisme, Abouri et
(Sud-est du Maroc) Perfusion maux al., (2012)
d’estomac,
maux de téte,
fievre, toux,
insomnie
Maroc oriental Feuilles Non signalé Contre le Bellakhdar
frisson, et al.,
antipyretlc (1991)
Sidi Kacem (centre | Feuilles Décoction Infection Ennacerie
du Maroc) respiratoire et al.,
(2017)
El Jadida (Maroc) | Tiges et les Perfusion Sédatif, El Abbouyi
feuilles stomachique et al.,
(2014)
Province de Plante entiére Perfusion Fievre, toux, El-Hilaly et
Taounate (Nord du flatulence al., (2003)
Maroc)
Province Feuilles Perfusion Hypertension Tahraoui et
d’Errachidia (Sud- al., (2007)
est du Maroc)
Agadir-lda- Feuilles Décoction Diabete El Hafian
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Outanane (Maroc) et al. (2014)
Al Haouz-Rhamna | Feuilles Décoction Diabéte Benkhnigue
(Maroc) et al.,
(2014)
Béni-Mellal Feuilles Décoction Mal de gorge El Azzouzi
(Maroc) and Zidane,
(2015)
Gharb (Maroc) Feuilles Décoction Douleurs Bouayyadi
menstruelles, et al.,
rhume dans (2015)
I’utérus, maux
d’estomac, toux
Khenifra (Maroc) | Feuilles, fleurs | Perfusion Calmant, Hachi et al.,
antispasmodique | (2015)
intestinal,
rhume, fiévre,
maux de téte
Plateau central Parties Perfusion Infection El Hilah
marocain aeriennes respiratoire Fatima et
al., (2015)
Communes rurales | Plante entiére Non signalé Troubles Alaoui and
Sehoul et Sidi- digestifs Laaribya,
Abderrazak (2017)
(Maamora-Nord
du Maroc)
Settat (Maroc) Plante entiére Perfusion Maux de téte, Tahri et al.,
sans les racines insomnie, (2012)
affections
respiratoires,
troubles
gastriques
(spasmes,
coliques
ol)
Tan-Tan (Sahara Peuilles Poudre Diabete Ghourri et
marocain) al., (2013)
Casablanca Plante entiére Décoction Gumdisease, Zougagh et
(centrale douleur dentaire | al., (2019)
marocaine)
Ville d’Escolca Feuilles Perfusion Névralgie, Loi et al.,
(Sardaigne, Italie) sédatif, douleurs | (2005)

a ’estomac
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Thessalonique
(nord de la Gréce)

Parties
aériennes

Décoction

Hypertension,
hypotension,
antiémétique,
ballonnements,
spasmolytique,
coqueluche
toux, calmant,
étourdissements,
maux de téte,
migraine,
asthme, rhume,
dysménorrhée,
antipyrétique

Hanlidou et
al., (2004)

Région de I’Est
(Libye)

Feuilles, fleurs

Non signalé

Flatulence,
métrite, toux,
menstruation,
perte d’appétit,
coliques
héliananthiques,
tranquillisant
pour les nerfs,
hypertension,
syndrome
prémenstruel

El-
Mokasabi
al., 2015

Alasehir; Manisa
(Turquie)

Peuilles

Perfusion

Maladies des
voies
respiratoires,
grippe, asthme

Sargin et
al., (2013)

Antalya (Turquie)

Parties
aériennes

Perfusion

Mal de gorge,
rhume

Senkardes
and
Tuzlaci,
(2014)

Provinces de
Mersin et d’Adana
(Turquie)

Plante entiére

Non signalé

Troubles des
voies
respiratoires,
troubles du
systeme
circulatoire,
maladies
digestives
intestinales

Everest and
Ozturk,
(2005)

Anatolie orientale

Plante entiére

Macération

Sédatif,

Altundag
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(Turquie) diaphorétique and
Ozturk,
(2011)
Acipayam — Parties Perfusion Toux Bulut et al.,
Denizli (Turquie) | aériennes (2017)
Kapidagpeninsula | Feuilles, les Non signalé Maux Uysal et al.,
(Turquie) graines d’estomac, (2010)
athérosclérose
Anatolie orientale | Plante entiére Macération Sédatif, Ozgékee
(Turquie) diaphorétique, and
maux d’estomac | Ozgelik,
2004
Constantine et Plante entiére Non signalé Rhumatisme, Ouelbani et
Mila (Nord-Est de thyroide, al., (2016)
I’ Algérie) maladies du
systeme
respiratoire,
cholestérol,
hypoglycémie
Région de Hodna | Fleurs Décoction Hypertension Madani et
(Algérie) arterielle al., (2012)
Catalogne Parties Perfusion Hypnotique Bonet et al.,
(Espagne) aeriennes (1999)

1.8. Etude pharmacologique

Cette plante est dotée de plusieurs activités a savoir :

- Antimicrobienne « antibactérienne (Charai et al., 1996 ; Chaves et al., 2019). Et
antifongique (Deans et Svoboda, 1990 ; Waller et al., 2019) » ;

- Antioxydante (Schmidt et al., 2008 ; Arranz et al., 2019) ;

- Antiparasitaires et insecticide (Sallaheddine et al., 2013 ; Sefeer et Elumalai, 2018) ;

- Antidiabétique (Kawabata et al., 2003 ; Tripathy et al., 2018) ;

- Anticancéreuse (Abdel-Massih et al., 2003 ; Benhalilou et al., 2019) ;

- Protectrices de néphrotoxicité (Soliman et al., 2016) ;

15
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- Anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques (Seoudi et al., 2009 ; Penalva et al.,
2017) ;

- Hépato protectrices (Mossa et al., 2013) ;
- Antimutagéne (Qari, 2008 ; Khatab et Elhadad., 2015) ;

- Protection de la muqueuse gastrique (Al-Howiriny et al., 2009).
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I. Rappel sur la génotoxicité

La réaction aux médicaments et aux produits chimiques de I’environnement varie selon le
génotype. Certains patients réagissent bien aux médicaments, tandis que d’autres n’en
profitent pas ou peuvent méme réagir négativement. Les individus éprouvent également
différentes réactions aux agents environnementaux, tels que les allergénes. Le séquencage du
génome humain et 1’identification a grande échelle des polymorphismes génomiques ont
permis de comprendre la base génétique des différences individuelles de réponse aux toxiques
potentiels : un domaine d’¢tude qui est maintenant connu sous le nom de toxicogénétique.
(Orphanides et Kimber, 2003). La toxicogénétique comprend 1’étude des connaissances
génétiques existantes et la production de nouvelles données génétiques pour comprendre et
ainsi éviter la toxicité des médicaments chez I’homme. (Kevin et Munir, 2001). Le terme de
génotoxicité se refére a I’effet d’agents, dits génotoxiques, qui interagissent avec I’ADN et/ou
la machinerie cellulaire qui maintient I’intégrit¢ du génome. Il s’agit notamment des
radiations ionisantes, capables de provoquer directement des dommages et cassures a I’ADN,
et des substances chimiques, souvent électrophiles, qui directement ou aprés bio activation par
des systemes enzymatiques adéquats, vont se lier a ’ADN pour former des adduits. Ces
adduits vont pouvoir étre responsables de cassures et de pontage de I’ADN, d’erreurs de
réplication et de substitution de base. Ces lésions peuvent conduire a la mort cellulaire si les
dommages sont trés importants mais elles peuvent aussi étre réparées par la machinerie
cellulaire et il n’y aura alors pas de conséquence pour la cellule. Si la réparation est
imparfaite, incompléte ou absente, les lésions vont alors conduire a des mutations, qui sont
permanentes et irréversibles, et qui peuvent impliquer des génes individuels (mutation
génique), des blocs de genes (mutation génomique) ou des chromosomes (mutation
chromosomique). Les mutations conduisant a des cassures des chromosomes sont appelées
clastogenes tandis que celles se traduisant par des anomalies de la ségrégation
chromosomique sont appelées aneugenes.

Ces mutations peuvent ensuite étre a ’origine des premicres étapes de la cancérogénése,
notamment si elles concernent des genes impliqués dans la prolifération et la survie
cellulaire ; alternativement, elles peuvent étre sans conséquences néfastes directes pour
I’organisme. Un effet génotoxique n’est donc pas synonyme d’effet mutagene et encore moins
d’effet cancérogene, ce qui illustre bien que les tests de génotoxicité différent des tests de

dépistage de cancers basés sur la détection précoce de marqueurs tumoraux. De plus, il est
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important de rappeler que, si les substances cancérogenes sont souvent génotoxiques, il existe

cependant des cancérogenes non génotoxiques (Bolt et al., 2004).

Il. Toxicogénétique et toxicogénomique

Les possibilités et les applications offertes par la toxicogénétique sont souvent discutées en
tandem avec celles promises par la toxicogénomique. La génétique est 1’é¢tude des relations
entre les différences héréditaires dans la séquence du génome et le phénotype biologique,
tandis que le terme génomique est venu pour décrire 1’étude des altérations dans 1’expression
des genes associés aux réponses biologiques. La toxicogénétique décrit donc la prise en
compte des altérations stables et héréditaires du génome qui peuvent influer sur la
susceptibilité relative d’un individu (ou d’un groupe d’individus) aux effets nocifs sur la santé
qui peuvent résulter de I’exposition a un matériau exogene. La toxicogénomique, par contre,
décrit I’analyse des changements d’expression génétique induits dans un systéme biologique
par I’exposition a un xénobiotique (Afshari et al., 1999 ; Farr et Dunn, 1999 ; Gant, 2002 ;
Nuwasyr et al., 1999 ; Orphanides et al., 2001 ; Pennie et al., 2000 ; Ulrich et Friend,
2002). Les deux disciplines sont liées ; les polymorphismes qui modifient la fonction
biologique peuvent modifier le spectre des géenes régulés en réponse a un toxique. De cette
facon, les différences toxicogénétiques peuvent étayer les variations de la réponse

toxicogénomique.

Au début de la conception des médicaments, les produits chimiques peuvent faire 1’objet d’un
dépistage des interactions avec les enzymes polymorphes de métabolisation des médicaments
(Ball et Borman, 1997). Cela a I’avantage d’étre une méthode a haut débit qui n’est ni
brugnon spécifique a la maladie. Les médicaments ainsi congus devraient étre sars et efficaces

pour la majorité de la population.

Elle peut étre utilisé pour identifier les patients qui sont sensibles a 1’échelle d'évaluation de
la dépression chez les adolescents ainsi que les patients qui ne répondent pas au médicament
(Roses, 2000). En théorie, cela devrait avoir un effet extrémement bénéfique sur le rapport
risque-avantage global de tout médicament. Toutefois, étant donné qu’il s’agit d’un
médicament spécifique et peut-étre aussi spécifique a une maladie (p. ex., sensibilité accrue a
I’échelle d'évaluation de la dépression chez les adolescents graves chez les patients

séropositifs), il est probable qu’il ne sera rentable (cliniquement efficace et souhaitable)
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qu’une fois que la toxicité idiosyncrasique aura été découverte. Une exception a cette regle
peut étre lorsque les polymorphismes se produisent dans des genes codant pour des protéines
qui jouent un role dans la toxicité d’un certain nombre de médicaments, et le niveau
d’expression de cette protéine est un déterminant majeur de la susceptibilité et:ou I’étendue de
la toxicité. Ainsi, nous devrions peut-étre penser a des genes spécifiques a une maladie (p. ex.,
agranulocytose induite par un médicament, hépatotoxicité), plutdt qu’a de simples

médicaments spécifiques.
I11. Tests de génotoxicité et de mutagenicité

Les tests de génotoxicité et de mutagénicité ont pour but de mettre en évidence I’induction de
modifications (dommages a I’ADN, mutations, transformations cellulaires in
vitro...)considérées comme plus ou moins prédictives d’un potentiel mutagene et donc
cancérogene .Les tests les plus fréquemment utilisés sont les tests d’Ames, la mesure des
adduits a I’ADN ,les tests des cometes, des micronoyaux, et le test des aberrations
chromosomiques .Parmi ces tests, il faut distinguer ceux qui permettent de mesurer le
potentiel génotoxique de ceux qui mesurent le pouvoir mutagéne d’une substance (Tarantini,

2009).

Le pouvoir génotoxique d’une substance correspond a sa capacité a altérer le matériel
génétique d’une cellule en se fixant de maniere covalente a I’ADN, en produisant des especes
réactives de I’oxygeéne qui peuvent générer des dommages au niveau de I’ADN (oxydation de
bases, cassures de brins d’ADN...) ou encore en inhibant les systémes de réparation. Le test
des cometes et la mesure des adduits a ’ADN permettent de détecter ces lésions dites
primaires a I’ADN. D’autres modifications touchent les chromosomes, en entrainant soit des
anomalies de structures, et on parle alors de mutations chromosomiques, des anomalies de
nombres, ce sont les mutations génomiques. Le test des micronoyaux et la mesure des
aberrations chromosomiques permettent de mesurer ce type d’anomalies. Le pouvoir
mutagéne d’une substance correspond a sa capacité a générer des mutations, c'est-a-dire des
transformations permanentes du nombre ou de la structure des génes. Ces mutations peuvent
altérer la séquence d’un géne par la modification d’un ou plusieurs nucléotides (additions,
délétions, substitutions de nucléotides...). On parle alors de mutations géniques. Ce type

d’anomalies peut étre en mis en évidence par le test d’Ames (Tarantini, 2009).
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I11.1. Test d’Ames

Le test d'’Ames consiste a examiner si une substance chimique ou un agent physique est
capable d'induire des mutations spécifiques chez différentes souches de Salmonella
Typhimurium (Ames, 1973). Les souches utilisées sont porteuses d'une mutation dans un des
génes gouvernant la synthese de I'acide aminé histidine. Cette mutation (His-) rend les
souches incapables de pousser sur un milieu sans histidine. Avec une fréquence trés faible,
ces mutations (His-) reversent spontanément vers (His+) et donc les cellules retrouvent leur
capacité a pousser sur un milieu dépourvu d'histidine. Cette fréquence de réversion peut
augmenter en exposant les bactéries (His-) a des agents mutagénes. Ainsi, ce test permet, en
quantifiant I'induction de ces mutations réverses (His+), de mesurer le potentiel génotoxique
de la substance ou préparation étudiée. Plusieurs souches bactériennes de nature genétique
différente peuvent étre utilisées (Maron and Ames, 1983), notamment les souches TA97a,
TA98, TA100, TA102, TA1535 et TA1537. Ces souches sont porteuses de mutations (His-)
différentes qui permettent de tester des agents mutagenes variés.

Principe du test

Ce test est fondé¢ sur I’identification de différents types de mutations a 1’aide de différentes
souches de Salmonella Typhimurium, comme TA98, TA+00 (Elgorashi et al., 2003 ; Maron
et Ames, 1983 ; Ribeiro et al., 2003 ; Verschaeve et Van Staden, 2008), TA1535 et
TA1537 (ou TA 97 ou TA97a). (Brasil., 2010 ; Maron et Ames, 1983). Les souches TA98
(donne une indication des mutations de cadrage) et TA100 (indique des substitutions de paires
de base) sont actuellement les plus couramment utilisées pour détecter la grande majorité des
mutagénes (Ben Sghaier et al., 2011 ; Deb et al., 2008 ; Di Sotto et al., 2009 ; Guerrini et
al., 2009 ; Maron et Ames, 1983). Pour la détection de mutations dans les sites de 1’adénine-
thymine (AT), il faut utiliser S. Typhimurium TA 102, Escherichia coli WP2 uvrA ou
Escherichia coli WP2 uvrA (pKM101) (Brasil, 2010 ; Maron, 2010 ; Maron et Ames,
1983).
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Figure 06 : les étapes du test d’Ames.

I11.2. Test des aberrations chromosomiques (AC)

Il s’agit de déterminer les anomalies du caryotype sur des cellules eucaryotes, liées a
I’exposition a de composés génotoxiques entrainant des cassures d’ADN. Les cellules
analysées peuvent notamment étre des lymphocytes isolés de sujets humains ou d’animaux
(exposeés in vivo a des substances chimiques ou préparations) ou des cellules de lignée ou des
lymphocytes exposeés in vitro aux génotoxiques. Ce type de test va donc pouvoir étre employé
pour mesurer le potentiel génotoxique d’un composé in vitro (traitement de cultures
cellulaires) ou in vivo (exposition expéerimentale de rongeurs) (Cimino, 2006), mais aussi
pour la surveillance du personnel exposé en médecine du travail (Vodicka et al., 2002 ;
Mateuca et al., 2006).

Les aberrations chromosomiques indiquent un dommage stable et persistant, qui représente
un événement potentiellement initiateur dans le processus qui méne au néoplasie. La présence
d’aberrations chromosomiques a d’ailleurs été corrélée avec un risque accru de survenue de
cancers (Norppa et al., 2006 ; Boffetta et al., 2007). Ce test correspond donc selon certains a
un véritable biomarqueur d’effet précoce, qui pourrait avoir dans une certaine mesure une
valeur prédictive potentielle. Les aberrations chromosomiques persistent de plus pendant la
durée de vie des lymphocytes, ce qui fait que ce test est potentiellement applicable a
I’évaluation d’une exposition cumulée et a une rémanence longue (au moins quelques

semaines a quelques mois, voir plus).
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Figure 07 : Aberration chromosomique au niveau de chromosome sexuel X (5)

Le test d’aberration chromosomique est relativement lourd et fastidieux a réaliser. Il a de
plus I’inconvénient de requérir une culture cellulaire. Pour 1’étude du personnel exposé, il
requiert obligatoirement 1’analyse comparée du groupe de sujets exposés a un groupe de sujets
témoins non exposés car la rémanence potentiellement longue des aberrations
chromosomiques apres exposition aux agents mutagénes ne permet pas de comparer pour un
méme sujet les conditions avant exposition et apres exposition et celui-ci ne peut donc pas
servir de propre témoin. Il requiert aussi un prélevement cellulaire, c'est-a-dire habituellement
une prise de sang, et présente donc de ce fait un certain caractére invasif. Le test d’aberrations
chromosomiques a par contre pour avantage de permettre la détection de tout type d’atteinte
chromosomique. 1l comporte une approche cellule par cellule, ce qui permet par conséquent
d’avoir un grand nombre de données et donc un traitement statistique performant des
résultats.

Principe du test

Bon nombre des altérations chromosomiques des cellules sont létales, mais il existe
plusieurs altérations qui n’interférent pas avec la viabilité cellulaire et qui peuvent déclencher
des altérations génétiques, reproductives ou somatiques (Gadano et al., 2002). La méthode

mesure les changements de structure et de nombre de chromosomes des cellules de la
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métaphase résultant des ruptures et des changements ou des erreurs de ségrégation
chromosomique au cours de la division cellulaire, et ces méthodes peuvent étre in vivo
(Agner et al., 1999) ou in vitro (Al-Zubairi et al., 2010 ; Celik et al., 2005 ; Dean et
Danford, 1984 ; Moorhead et al., 1960 ; Scott et al., 1990). La SCE est basée sur la
visualisation des changements des brins d’ADN complémentaires Symétriques entre les

chromatides d’un seul chromosome (Ananthi et al., 2010).
I11.3. Test de micronoyaux

Les micronoyaux sont des entités nucléaires indépendantes du noyau principal, provenant de
la perte de fragments chromosomiques ou de chromosomes entiers pendant la division
nucléaire, consequences respectivement d'effets clastogenes (cassures double brin de la
molécule d'ADN) ou deffets aneugénes (altérations de I'appareil mitotique liées
principalement a des interactions avec les protéines). Le test des micronoyaux a donc pour
objet de détecter et énumérer ces micronoyaux, dans des cellules traitées in vitro par I’agent
génotoxique ou provenant d’une exposition in vivo (par exemple des lymphocytes de rongeurs
ou de sujets humains exposés a 1’agent génotoxique) (Mateuca et al., 2006); il s’agit d’un cas
particulier du test précedent (aberrations chromosomiques) qui va étre 1’analyse du potentiel
génotoxique d’un composé ou a la surveillance de personnels exposés en médecine du travail
(Narod et al., 1988). Les micronoyaux constituent un dommage stable et persistant (effet
mutagéne), qui persiste dans la cellule pendant la durée de vie de celle-ci, et il a donc une
rémanence longue ; le test des micronoyaux a d’ailleurs été présenté récemment comme ayant
une valeur prédictive pour le risque de cancer (Bonassi et al., 2007). Le test des micronoyaux
peut étre aussi utile pour évaluer une exposition récente (heures, jours). Applicable a toutes
les cellules-cibles (cellules vésicales, endobuccales, fibroblastes, kératinocytes, etc....), ce test
des micronoyaux peut notamment étre appliqué aux lymphocytes T en culture utilisés comme
cellules-modéles : il consiste alors a dénombrer les micronoyaux présents dans les
lymphocytes T binucléés obtenus par blocage de la division cytoplasmique par de la
cytochalasine apres une division nucléaire compléte (Mateuca et al., 2006). L’avantage de
cette technique est de ne comptabiliser que les lésions génotoxiques héritables (micronoyaux
dans les seuls lymphocytes binucléés) répondant seules a la définition stricte de la mutation.
Le test est, de plus, associable a une étude de la qualité du matériel génétique contenu dans le

micronoyau (présence ou non de centromeres type de chromosome altéré, nature exacte de

n "

I’altération) par hybridation " in situ " fluorescente (technique FISH), ce qui apporte des
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éléments mécanistiques fondamentaux a D’interprétation des résultats (la détection des
centromeres dans les micronoyaux orientant vers un effet aneugéne tandis que 1’absence de
cette détection oriente plus vers un effet clastogéne) (Lewinska et al., 2007). Le test des
micronoyaux peut aussi étre pratiqué directement sans culture préalable des lymphocytes
recueillis par ponction sanguine chez les sujets exposes.

Principe du test

Cette méthodologie permet la détection d’événements clastogéniques (rupture de
chromosomes) et aneugéniques (par exemple, troubles du fuseau central et mutations)
(Verschaeve et Van Staden, 2008). Un micronoyau (petit noyau) se forme lorsque, pendant
la division cellulaire, un chromosome entier ou un fragment chromosomique est séparé du
fuseau et n’est donc pas incorporé dans les noyaux filles (Fenech, 2000). Pour s’assurer que
les cellules ont subi une division cellulaire (mitose), apres exposition au composé testé, les
cellules peuvent étre bloquées dans la télophase avec 1’ajout de la cytochalasine B (qui bloque
la cytokinésie) (Al-Zubairi et al., 2010 ; Bellini et al., 2008 ; Tsuboy et al., 2010 ;
Verschaeve et Van Staden, 2008). Une augmentation significative des cellules
micronucléées chez les animaux exposés ou les cellules de culture comparée a un groupe
témoin (négatives), suggerant un effet génotoxique (Agner et al., 1999 ; Al- Zubairi et al.,
2010 ; Andrade et al., 2008a ; Bellini et al., 2008 ; Costa et al., 2010 ; Taylor et al., 2003 ;
Tsuboy et al., 2010 ; Verschaeve et Van Staden, 2008). Cet essai peut étre effectué avec des

échantillons d’essais in vivo et/ou in vitro.

Agent génotoxique

centrosome

; Effet aneugéne

= :
@ Micronoyau(x)

(chromosome(s) entier(s))

Figure 08 : Principe de test de micronoyau (MN) (4)

I11.4. Echange de chromatides sceurs (SCE)

Ce test analyse des anomalies chromatiniennes survenant en réponse a 1’exposition a un
génotoxique (Sram and Binkova, 2000). Les échanges de chromatides sceurs entre
chromosomes découlent de cassures dans I'ADN et de la réversion des fragments brisés a une
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position presque équivalente apreés échange entre les deux chromatides sceurs d'un méme
chromosome et par conséquent leur formation dépend de la phase S du cycle cellulaire ou des
processus de duplication de I'ADN. Les génotoxiques ou agents clastogénes augmentent la
fréquence de SCE par cellules, ce qui serait lié a une action sur la réparation au cours de la
phase S. Le test est applicable pour tester in vitro I’effet d’un composé sur des cellules mais
aussi pour évaluer les effets d’une exposition in vivo a des agents génotoxiques. 1l est donc
utilisable pour la mesure du potentiel génotoxique d’un composé donné, mais aussi pour la

surveillance de personnels exposés (Maki-Paakkanen, 1987 ; Cavallo et al., 2006).

La réalisation pratique du test nécessite d’effectuer une culture des cellules étudiées (souvent
des lymphocytes) pour obtenir une mitose in vitro et un marquage des chromatides
néosynthétisées lors de la mitose au bromo-desoxy-uridine, puis de procéder a une analyse
caryotypique ou les chromosomes présentant des échanges de chromatides sceurs vont pouvoir
étre détectés. Le test va évaluer un événement stable, mais pas nécessairement une lésion
fixée, exprimant la conséquence d’une exposition a des agents génotoxiques ; il n’est donc pas
synonyme d’effet mutagene.

Le test d’échange de chromatides sceurs n’est d’ailleurs pas prédictif du risque de cancers
(Norppa et al., 2006). Les échanges de chromatides sceurs persistent dans le lymphocyte
entre 4 et 16 semaines. Le test peut donc étre applicable a 1’évaluation chez un sujet d’une
exposition au cours des derniéres semaines. (Eslava, 2004).

Principe du test

Bon nombre des altérations chromosomiques des cellules sont létales, mais il existe
plusieurs altérations qui n’entravent pas la viabilité cellulaire et qui peuvent entrainer des
altérations genétiques, reproductives ou somatiques (Gadano et al., 2002). La méthode
mesure les changements de structure et de nombre de chromosomes des cellules de la
métaphase résultant des ruptures et des changements ou des erreurs de ségrégation
chromosomique au cours de la division cellulaire, et ces méthodes peuvent étre in vivo
(Agner et al., 1999) ou in vitro (Al-Zubairi et al., 2010 ; Celik et al., 2005 ; Dean et
Danford, 1984 ; Moorhead et al., 1960 ; Scott et al., 1990). La SCE est basée sur la
visualisation des changements des brins d’ADN complémentaires symétriques entre les
chromatides d’un seul chromosome (Ananthi et al., 2010 ; Gadano et al., 2002 ; Siddique
et al., 2008 ; lerenga et al., 1991)
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I11.5. Le test de cometes

Le test des comeétes permet de quantifier les I€sions primaires de I’ADN, notamment les
cassures de I’ADN, qui représentent une des lésions a forte probabilité d’apparition apres
exposition a des agents mutagenes. Sur le plan technique, ce test des cometes (ou “single cell
gel electrophoresis assay”) correspond a une technique d’électrophorése sur microgel
d’agarose permettant de détecter des fragmentations de I’ADN de cellules individualisées
(Collins, 2004), initialement décrite en 1984 (Ostlingand Johanson, 1984) puis améliorée
par Singh et collaborateurs en 1988 (Singh et al., 1988). Le test réalisé dans sa version
alcaline permet notamment la détection des cassures de I’ADN simple et double brin et aussi
des sites de réparation incompléte d'alcali-labile. Les sites de dommages a I’ADN peuvent
aussi étre revélés apres traitement par des enzymes type endonucléase et glycosylase, qui vont
générer des cassures visualisables par le test des cometes au niveau des 1ésions de I’ADN ;
I’utilisation d’endonucléase peut ainsi permettre de détecter des lésions oxydatives des bases
de I’ADN.

La réalisation pratique du test consiste, apres lyse des membranes cellulaires, a la
dénaturation de I’ADN en milieu fortement alcalin. L’ADN des cellules est ensuite placé dans
un champ électrique permettant la migration différentielle des fragments. Compte tenu du
faible voltage et ampérage, les molécules d’ADN intactes et donc trop “lourdes” pour avoir
été déplacées par le champ électrique vont décrire une sphere compacte. Un ADN
endommagé va, quant a lui, voir migrer ses fragments les plus courts en dehors de cette
sphere, formant ainsi un “halo” d’ADN s’étirant en direction de 1’anode. Les figures ainsi
décrites sont alors tout a fait comparables a des cométes. La lecture au microscope a
fluorescence et I’analyse d’image permet alors la quantification des effets observés : calcul de
la longueur de la queue de la comete (exprimé en pM) et aussi calcul du moment de la queue
de la comete ou OTM (olive ta il moment), qui estime la migration des fragments variés
d’ADN formant la queue de la cométe et aussi les quantités d’ADN relatifs. Des logiciels
d’imagerie autorisent une automatisation de la lecture. Le test peut enfin étre couplé a
I’hybridation in situ par fluorescence (FISH) pour détecter I’atteinte ou la réparation
spécifique de genes d’intérét (Rapp et al., 2005).

Principe du test

Ce test permet de détecter des ruptures dans la molécule d’ADN, des sites alcalins labiles,

des dommages oxydatifs et des liens croisés d’ADN dans des cellules individuelles (Demma
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et al., 2009 ; Singh et al., 1988). Les cellules individuelles sont incorporées dans une lame
avec gel d’agarose a la procédure d’électrophorése de gel, ce qui donne des chiffres que lors
de la coloration (bromure d’éthidium) ressemblent a une cométe en raison de la migration de
fragments d’ADN ou de boucles d’ADN chargé négativement vers le pdle positif. La
longueur de la queue de la cométe, la teneur en ADN de la queue et d’autres parametres
peuvent étre utilisée pour mesurer les dommages a I’ADN (Verschaeve et Van Staden,

2008). Cet essai peut étre effectué avec des échantillons d’essais in vivo et/ou in vitro.

Téte Queue

—A N

Electrophorése ~ Contrdle négatif
Traitement

Marquage de I'ADN
(dommages de I’ADN)

Dépét / Lyse
des cellules = o o
o o

Lame de verre

Figure 09 : Principe de la détection des cassures de I'ADN par le test des cometes.
(Gines, 2013)

1.6. Test Allium cepa

1.6.1. Présentation générale d’Allium cepa

Allium cepa (2n=16), I’oignon, est une plante herbacée, vivace, (selon le cultivar)
(Ranjikar., 2003), il fait partie de la famille des alliacées. Cette plante est cultivée dans de
trois nombreux pays pour son usage alimentaire. Le caryotype présente cing paires de
chromosomes (de 8 a 16 m) avec des centromeres situes de facon médiane a su médiane, deux
paires dans lesquelles les centromeres sont submeédians et une paire de, chromosomes
satellites (Cotelle., 1999).

Différentes variétés d’oignon peuvent étre utilisées dont notamment une variété a petits
bulbes, une variété américaine a gros bulbes jaunes et une troisieme variété mexicaine a petits
bulbes appelés, en France, oignon blanc printaniers. Allium cepa permet I’évaluation de divers
criteres de toxicité et de génotoxicité. Pour ce qui est de la toxicité, 1’élongation racinaire

d’Allium cepa est trés souvent déterminée en paralléle avec les études de génotoxicité. Ce
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critére présente une meilleure répétabilité et une plus grande facilité de mesure (les racines
d’Allium poussent de facon trés homogéne et forment un ensemble de racines de longueur
égale (Cotelle, 1999).

Inflorescence :
Pedicel
Bract
Flower
Peduncle

Cylindrical fleshy leaf Bract

Peduncle

Epitepalous stamen

Filament

Ovary
Perianth
Bulbose

stem Pedicel

Habit Flower entire

Figure 10 : Illustration de 1’espéce Allium cepa (4)

1.6.2. Taxonomie de I’espéce Allium cepa

Tableau 05 : Taxonomie de 1’espéce Allium cepa (Burnie et al.,1999)

Regne Planatae
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordre Asparagales
Famille Alliaceae
Genre Allium
Espéce Allium cepa

Principe du test
Ce test est basé sur I’exposition des semences Allium cepa (Carita et Marin-Morales,
2008) a I’agent a tester. Le pourcentage de graines germées, la taille des racines, ’indice

mitotique et le pourcentage et les types de changements chromosomiques sont évalués (Celik
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et Aslanturk, 2010). En plus des dommages structuraux chromosomiques, les troubles du
fuseau mitotique dans les cellules d’A. cepa causés par les agents d’essai peuvent entrainer
une aneuploidie et/ou la formation de micronoyaux (Akinboro et Bakare, 2007), au-dela de
la métaphase collante, des ponts chromatiques (anaphasis), cellules binucléaires, anaphase
retardée, Iésions membranaires, corps apoptotiques, lésions morphologiques nucléaires et
condensation nucléaire dues a I’induction de la mort cellulaire (Celik et Aslanturk, 2010;
Sousa et al.,, 2010) a I’étape suivante de la division cellulaire sont également évalués
(Akinboro et Bakare, 2007).

Avantages de ’utilisation de la plante Allium cepa dans les tests de génotoxicité

Selon nombreux auteurs, les tests de génotoxicité sur les plantes devraient davantage étre
intégrés dans les études écotoxicologiques en complémentarité avec d’autres tests ou en tant
que premiere étape de la détection de la génotoxicité potentielle des substances chimiques et
des matrices complexes (Grant, 1994). Les avantages de 1’utilisation des plantes supérieures

dans ce type sont :

- Le nombre et la structure des chromosomes de certaines plantes supérieures. Les
anomalies mitotiques sont faciles a détecter lorsque les chromosomes sont longs et en nombre
réduit. Par exemple : Allium cepa (2n = 16), offrent d’excellents systémes de cytogénicité et
permettent la détection des aberrations chromosomiques lors de la meiose et de la mitose ainsi
que ’endommagement de I’ADN (Grant, 1994).

- Le cycle de développement trés court de certaines especes (Arabidopsis).
- Evaluation aisée de la génotoxicité des polluants chimiques utilisés purs ou en mélange.

- Evaluation de la pollution des sols. En effet, ces plantes participent au transfert des

composeés polluants le long de la chaine alimentaire.

- Facilité de manipulation (Cotelle, 1999).
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I. Matériel et méthodes d’analyse
I.1. Matériel biologique

Les feuilles d’Origanum Majorana : ont été achetée du marché de Guelma. Aprés I’achat, le
matériel végétal a été débarrassé des débris. Il a été ensuite procédé au broyage et a la
conservation de I’échantillon dans des flacons.

Les bulbes de I’oignon (Allium cepa) : ont été aussi achetés du marché local de Guelma.

Le diametre des bulbes varie entre [5 et 8cm], la couche externe des bulbes est éliminée ainsi
que les anciennes racines avant de commencer I’expérience. Durant toutes les expériences

réalisées, les bulbes sont incubés a I’obscurité et a température ambiante.
1.2. Méthodes d’analyse
| .2.1. Criblage phytochimique

Des tests en tube sont réalisés sur la poudre végétale afin de déterminer de maniére
préliminaire les classes phytochimiques contenues dans la plante analyseée. Le criblage
phytochimique consiste a realiser des tests qualitatifs, bases sur des réactions de coloration ou
de précipitation plus ou moins spécifiques a chaque classe des principes actifs. En effet, la
premiére étape était la recherche de grandes classes de composés chimiques appartenant aux

métabolites secondaires de la plante étudiée (Trease et Evans,1987).

On peut citer les principales classes des composés chimiques, telle que : les polyphénols

(flavonoides, anthocyanes, tannins), les alcaloides, les saponosides et les coumarines. . .etc.
I. 2.1.1. Mise en évidence des flavonoides

A 3 g de la poudre végétale sont ajoutés a 75 ml d’eau distillée, le mélange est porté &

ébullition pendant 15 minutes. Puis filtré et laisser refroidir (Mbodj, 2003).
Coloration par le perchlorure de fer (FeClI3)

Les flavonoides, du fait de la présence de fonctions phénoliques dans leur géniens,
donnent des colorations variées avec des diluées de FeClI3. 2 & 3 gouttes d’une solution
deFeClI3 diluée a 2% sont ajoutées a 2 ml de solution extractive. L’apparition d’une coloration

verdatre, indique que le test est positif (Mbodj, 2003).
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1.2.1.2. Mise en évidence des saponosides

A 100 ml d’eau distillée bouillante sont ajoutés 1 g de la poudre végétale, le mélange est
maintenu un quart d’heure et apres filtration le filtrat est ajusté a 100ml. 1ml du décocté a
10% est ajusté a 10 ml avec de I’eau distillée, le mélange est agité verticalement puis laisser
reposer pendant 15 min. L’apparition d’une mousse qui dure quelque instant indique la

présence des saponosides (Karumi et al., 2004).
1.2.1.3. Mise en évidence des tanins

5 g de poudre sont suspendus dans 100 ml d’eau bouillante. Aprées infusion pendant15 mn,
le mélange est filtré puis le filtrat a 100 ml avec de L’eau distillée. 1l est introduit Sml d’infusé
a 5 % dans un tube a essais, puis il est ajouté¢ 1 ml d’une solution aqueuse deFeCl3 a 1 %. En

présence de tanin, il se développe une coloration verdatre ou bleu noir (Edeogal et al., 2005).
Tanins cathéchiques

A 5 ml de solution a4 5% on ajoute 5 ml de I’HCI concentré. L’ensemble est porté a
ébullition pendant 15mn puis filtré sur papier filre. En présence de tanins catéchiques, il se

forme un précipité rouge (Edeogal et al., 2005).
Tanins galliques : réaction de stiasny

A 30 ml de solution & 5% sont additionnés 15 ml de réactif de stiasny, aprés chauffage au
bainmarie a 90°c pendant 15 mn et filtration le filtrat est saturé par 5 g d’acétate de sodium.
Ensuite, il est ajouté 1 ml d’une solution de FeClI3 (a 1%), I’apparition d’une teinte bleu noire
montre la présence de tanins galliques non précipité par réactif de stiasny (Edeogal et al.,
2005).

1.2.1.4. Mise en évidence des mucilages

A 1 ml du décocté a 10 % sont ajoutés 5 ml d’éthanol absolu. Aprés une quelques minutes,
I’obtention d’un précipité floconneux dans le mélange, indique la présence de mucilages
(Karumi et al., 2004).

1.2.1.5. Mise en évidence des coumarines
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1 g de la poudre végétale dans un tube a essais, on le recouvert le tube avec un papier
imbibé d’une solution de NaOH et on place dans un bain-marie pendant quelques minutes. On
ajoute 0,5 ml de NH40OH (10%), on met deux taches sur un papier filtre et on examine sous la
lumiere ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines (Rizk,
1982).

1.2.1.6. Mise en évidence des glycosides

5 g de plante sont additionnés a 50 ml d’une solution de I’acide tartrique 2% dans 1’éthanol,
le mélange est chauffé¢ durant 2 h, aprés filtration et lavage par 1’éthanol, le mélange est
introduit dans 1’eau chaude apres une deuxiéme filtration, il est ajouté 2 gouttes de liqueur de
Fehling a 2 ml du filtrat, le chauffage au cours de la réaction de la liqueur de Fehling montre
la présence des glycosides (Chaouch, 2001).

1.2.1.7. Mise en évidence des alcaloides

A 10 g de poudre végétale séchée sont ajoutés 50 ml de H2S0s & 10 %. Aprés agitation
pendant 30 minutes, le macerat est laissé pendant 24 heures a température ambiante, puis
filtré sur papier filtre le volume est complété a 50 ml avec de I’eau distillée. A 1 ml de filtrat
sont additionnés 5 gouttes de réactif de Mayer. La présence d’alcaloides est indiquée par la

formation d’un précipité blanc jaunatre. (Edeogal et al., 2005).
1.2.2. Préparation de I’extrait hydro-méthanolique

La méthode utilisée est celle décrite par Bruneton (1999). Elle est basée sur le degré de
solubilité des molécules dans les solvants modifiés. 60 g de drogue végétale sont mélangés au
méthanol a 85%. L’extraction est réalisée par macération a température ambiante a I’abri de la
lumiere pendant 72 heures. Aprés une double filtration sur un papier filtre, les filtrats sont
évaporés a I’aide d’un rota vapeur (BUCHI —zwitzerbland) et & 45°c les extraits sont ensuite

conservés a froid jusqu’a leur utilisation (Fadili, 2015).
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Figure 11 : Préparation de I’extrait méthanolique.
1.2.3. Evaluation de la génotoxicité par le Test Allium cepa
1.2.3.1. Procédure expérimentale

La méthode utilisée est celle inspiré de Liman et al., (2010) elle repose sur I’utilisation des
cellules racinaires (méristeme) afin de pouvoir détecter toute anomalie chromosomique lors
de la division cellulaire par mitose.

Vingt bulbes propres et sains d’Allium cepa L. ont été pris pour chaque traitement ainsi que
le controle. Les écailles seches brunes externes ont été enlevées par grattage des fonds des
bulbes sans détériorer la surface qui émergérent les racines. La germination été a température
ambiante (25-30 °C) pendant 48 h dans les gobelets remplis d’eau de robinet, ces derniers ont
¢été placé a I’obscurité dans un endroit aéré. Les bulbes les plus germées (les racines entre 1.5
et 2 cm) ont été choisis pour tester I’extrait étudié. Le témoin négatif est constitué de 1’eau de

robinet

Figure 12 : Germination des bulbes d’Allium cepa
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1.2.3.2. Analyse macroscopique

Plusieurs paramétres ont été suivis Afin de signaler la présence ou 1’absence d’un effet

cytotoxique et/ou génotoxique ou anti-génotoxique, ces parametres sont :
¢ La croissance.
¢ La couleur
¢ La forme.
¢ Larigidité.
¢ La taille des racines d’Allium cepa.

L’¢longation racinaire a ét¢ déterminée apres 24 h de traitement par la solution d 'Origanum

majorana (3,4 g de I’extrait de plante homogénéisé dans 480 ml d’eau distill¢).
1.2.3.3. Fixation de I’extrémité racinaire

Les racines ont été¢ nettoyés a 1’eau distillée, les deux derniers centimeétres sont prélevés et
fixés a 4°C pendant une durée minimale d’une nuit dans un mélange éthanol/acide acétique
glacial (3V : 1V) préparé ex temporairement. Ce mélange appelé solution de Carnoy est tres

instable. Il peut se produire une estérification s’il n’est pas préparé au moment de 1’utilisation.

Figure 13 : Fixation des racines dans la solution de Carnoy
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L’éthanol a pour effet de précipiter et dénaturer les protéines, de dissoudre certains lipides
et d’endurcir les tissus. L’acide acétique est un bon fixateur des chromosomes, il précipite les
protéines du noyau. Les extrémités racinaires peuvent ensuite étre conservées a long terme
dans 2,5 ml de I’éthanol a 70% pour une observation différée ou bien étre hydrolysées dans le

cas d’une observation immédiate.

Figure 14 : conservation des extrémités racinaires dans éthanol
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Résultat et discussion

1. Screening phytochimique

Les différentes tests phytochimiques choisis ont été réalisés sur la poudre de la plante. Ces
derniers ont permis de mettre en évidence la présence de certains groupes et 1’absence
d’autres métabolites au niveau du tissus de la plante étudiée. La détection de ces composes
était basée sur des essais de réactions de précipitation, de turbidité et de changement de
couleur. Le tableau 06 Illustre la composition chimique de la poudre végétale d’Origanum
majorana

Tableau 06 : Criblage phytochimique d’Origanum majorana

Groupe chimique Absence (—) ou Présence (+)
Flavonoide +
Saponosides +
Tanins +
Tanins catéchiques +

Tanins galliques -

Mucilage +
Coumarines -
Alcaloides -
Glycosides +

Les résultats ont mis en évidence la présence de Flavonoide, de Saponosides, de Tanins,
Mucilage, de Glycosides. Cependant, 1’absence de tanins galliques, de coumarines et des
Alcaloides. Ces résultats sont similaires a ceux publiés par AI-HOWIRINI, 2009 et
Vasudeva, 2014. lls sont par contre contradictoires de ceux de Adam et Ahmed, (2014), qui
montrent la présence des métabolites secondaires tels que les Coumarines, les tanins, les
Saponosides, les Alcaloides et les stérols. Les différences sont dles au génotype et au

condition environnementales.

La présence de ces métabolites au niveau de la plante explique leur pouvoir thérapeutique.

Les mémes constatations sont faites par Ayari et al, 2013. Effectivement, les Flavonoide et
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les saponosides présentent des propriétés bénéfiques pour la santé notamment les propriétés
anti oxydants, anti-inflamatoire (Bouhaddouda et Labiod., 2016).

2. Effet de I’extrait sur I’élongation racinaire

Le test Allium cepa a été largement utilis€ par de nombreux chercheurs afin d’évaluer le
potentiel génotoxique des plantes médicinales (Camparoto et al., 2003 ; Knoll et al., 2006 ;
Fachinetto et al., 2007 ; Lubini et al. 2008 ; Fachinetto et al. 2008 ; Fachinetto et
Tedesco, 2009). Il est considéré comme le test modele sensible détecter les altérations et les
aberrations chromosomique suite a I’exposition aux substances génotoxique.

Par ailleurs, I'espece Allium cepa présente de nombreux avantages :

* La croissance des racines est trés sensible aux différents polluants

* L’Allium Cepa a un nombre stable de chromosomes (2n = 16) avec une diversité
morphologique des chromosomes

* Stabilité du caryotype, dont les phases mitotiques sont tres claires

* Reaction claire et rapide aux substances genotoxiques

* Raretés des dommages spontanés chromosomiques (Grant, 1982 ; Chauhan et al., 1999

; Matsumoto, 2004 ; Matsumoto et al., 2006 ;)

* les cellules méristematiques 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.

* le systeme de test Allium cepa fournit des informations importantes pour évaluer les
mécanismes d'action d’un agent et ses effets sur le matériel génétique (Leme et al.,

2009).

2.1. L’inhibition de I’élongation racinaire

L’inhibition de 1’¢élongation racinaire est utilisée pour évaluer la toxicité chez les plantes
supérieurs (Wierzbicka, 1988). Le traitement des bulbes par 1’eau de robinet pendant nuit a
donner une bonne croissance racinaire. Les racines étaient de couleur blanche, rigides et
volumineuses. Néomoins le traitement des racines d’Allium cepa par I’extrait hydro
méthanolique (1V/4V) a provoqué un changement e couleur et forme. Les racines étaient
jaunes et ont perdu leur forme initiale et leur structure normale, elles ont été fragile.

Cependant réduction significative du taux de croissance racinaire a été enregistrée (tab 07)
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Tableau 07 : Résultats de la langueur des racines des bulbes d’Allium cepa.

Temps ER moyenne de trois | ER moyenne | Pourcentage
(heures) Concentration | bulbes/concentration (cm) d’élongation
(cm) (%)
4
24 \% 35 3.66+0.28 100
35
Bulbel : 2.8
24 1V ;4VvV Bulbe 3: 2.6 2.56x 0.25* 69.94
Bulbe 6 : 2.3

Le tableau ci-dessus illustre que la croissance des racines différe entre les bulbes traités avec
I’extrait hydro méthanolique d’O. majorana (moy = 2.56x 0.25%) et celles traitées par 1’eau de
robinet (moy = 3.66% 0.28).

Apres avoir considéré que le pourcentage d’élongation racinaire du contrdle négatif est 100

%. Le pourcentage de I’extrait est 69.94%.
Le taux d’inhibition d’élongation 30.06% est calculé selon la formule suivante :

Ti=(D0-Dt/DO0) * 100
Ti : taux d’inhibition
DO : La moyenne de control négatif

Dt : La moyenne de I’extrait d 'Origanum majorana

Il est bien établi que la croissance des racines et des pousses est principalement maintenue et
régulée par les activités combinées de division cellulaire dans la zone méristematiques apicale
et d'élongation cellulaire qui se produit ensuite dans les régions les plus proximales de
I'extrémité de la racine (Shishkova et al, 2008). Cependant, la croissance des racines due a la
division cellulaire est minime par rapport a la croissance en raison de I'énorme potentiel
d'allongement des cellules. Ce dernier est fortement inhibé par 1I’exposition a 1’extrait, ce qui
peut étre causeé par des modifications au niveau des caractéristiques de la paroi cellulaire
(Lane et al, 1978).
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L’évaluation de I’effet cytotoxique de I’extrait hydro méthanolique d’Origanum majorana a
éte effectuée macroscopiquement en mesurant la croissance en longueur des racines de
I’espéce végétal (Allium cepa), nous constatons que le traitement des bulbes avec cet extrait
provoque une réduction importante de la croissance en longueur des racines comparativement
au témoin. Ces résultats sont en accord avec ceux de Fiskesjo (1985), et ces mémes
constatations sont faite par Kuguk et Liman (2018) pour I’herbicide Pinoxaden. Ils
montrérent que ce dernier provoque une diminution de la croissance racinaire qui est dose
dépendante avec un pourcentage de 23.97%.

DimuthuNilminiWijeyaratne and L. G. Y. J. G. Wadasinghe, 2019.Wierzbicka, 1988 a
montré que toutes les concentrations de plomb utilisé a provoqué une inhibition distincte de la
croissance des racines et W. M. DimuthuNilminiWijeyaratne et L. G. Y. J. G.
Wadasinghe, 2019 ces étude ont été menée pour évaluer la cytotoxicité de l'eau et des
sédiments d'une masse d'eau réceptrice d'effluent industriel dans la province occidentale du
Sri Lanka a l'aide du test biologique Allium cepa ;les résultats ont montré que dans les bulbes
d'Allium Cepa exposes a des échantillons d'eau, aucune variation significative de la croissance
des racines n'a éte observée dans les 48 heures suivant I'exposition.

Nos résultats concordent avec ceux publiés par Liman, 2020 qui avait réalisé le test Allium
cepa pour étudier les effets génotoxique du 4-Méthylimidazole.

Selon de nombreux auteurs
Les anomalies mitotiques sont faciles a détecter lorsque les chromosomes sont longs et en
nombre reduit. Par exemple : Allium cepa (2n = 16), offrent d’excellents systémes de
cytogénicité et permettent la détection des aberrations chromosomiques lors de la méiose et de

la mitose ainsi que I’endommagement de I’ADN (Grant, 1999).

La plupart des substances exercent leur action durant le cycle cellulaire sont a une phase
spécifique du cycle elles sont dites « agents phases dépendantes » soit tout au long du cycle

elles sont alors nommeées « agents cycle dépendantes » (Gorin et al., 1996).

Les résultats de la cytotoxicité induite par 1’extrait méthanolique montre que les effets
génotoxique on pouvait suggérer que 1’extrait testé ou bien ses composants doivent interférer
avec le développement normal de la mitose (un autimitotique et génotoxique).

De pareils effet mitodepréssifs ont été observés chez des cellules méristématiques d’Allium
cepa traitées par des extraits aqueux de cing plantes médicinales utilisées en pharmacopée
Nigérienne (Akinoboro et Bakare, 2007).
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Conclusion

La poudre végétale de la plante étudiée a révélé la présence de métabolites tels que : les
flavonoides, les tannins, saponosides, tanins catéchiques, mucilage et glycosides par contre,

elle est pauvre en alcaloides, en coumarines et en tannins galliques.

Le traitement des racines par ’extrait hydrométhoulique, montre que ce dernier provoque une

diminution de 1’¢longation racinaire d’un pourcentage de (30.06%) comparé au témoin.

En perspective 1’évaluation de plusieurs parameétres est nécessaire, notamment, 1’indice
mitotique et la mise en évidence des aberrations chromosomiques, en raison de la situation
sanitaire a laquelle le pays a été exposer grace au coronavirus et le marque d’objectifs de
microscope nous n’avons pas pu achever la derniere partie de notre étude a savoir 1’indice

mitotique et I’aberration chromosomiques.
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Résumé

Origanum majorana est une plante médicinale trés rependu et tres utilisée par ses effets
bénéfiques pour la santé. Le criblage phytochimique de la poudre végétale, révele la présence
certains métabolites secondaire tel que (Polyphénols, tannins catéchiques, flavonoides,
saponosides, mucilages, glucosides) et I’absence des alcaloides, de tannins galliques et des
coumarines. La présente étude, vise a montrer I’effet cytotoxique de la plante. Par le test
Allium cepa. L’eau de robinet a été utilisé comme témoin. L’élongation racinaires a été
déterminés par 1’utilisation d’un test d'inhibition de la croissance des racines. Les résultats
obtenus ont montré que le traitement a 24h des bulbes avec 1’extrait d’Origanum majorana a
(1V/4V (1 volume de I’extrait 4 volumes de 1’eau distill€)) provoque une réduction importante
de la croissance en longueur des racines comparativement au témoin. En conclusion, il est
nécessaire de perdu en considération ’effet cytotoxique de cette plante lors de son usage
entant que plante thérapeutique.

Mots-clés : Aberration chromosomique, Allium cepa, cytotoxicité, génotoxicité, Origanum
majorana, Index mitotique.
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Abstrat

Origanum majorana is a very repainted medicinal plant and widely used by its beneficial
health effects. The phytochemical screening of the vegetable powder reveals the presence of
certain secondary metabolites such as (Polyphenols, catechic tannins, flavonoids, saponosides,
mucilages, glucosides) and the absence of alkaloids, gallic tannins and coumarin. This study
aims to show the cytotoxic effect of the plant. By the test Allium cepa. Tap water was used as
a control. Root elongation was determined by the use of a root growth inhibition test. The
results obtained showed that the 24-hour treatment of the bulbs with the extract of Origanum
majorana (1V/4V (1 volume of the extract 4 volumes of distilled water)) causes a significant
reduction in root length growth compared to the control. In conclusion, it is necessary to lose
consideration of the cytotoxic effect of this plant when it is used as a therapeutic plant.

Key words: Chromosomal aberration, Allium cepa, cytotoxicity, genotoxicity, Origanum
majorana, Mitotic index.
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Annex

1. solution d’Origanum Majorana

Extrait de ’Origanum MajOrana .........c.oueiuiiriiitit et et e eaaan 1v
BaU iStille ..o, YAVS
2. solution HCI (1N) a 8%

HCl o 8.17 ml
Bau distille ... 91,83 ml

8,17 ml d’HCI sont ajoutés a 91 ,83 ml d’eau distillé.

3. solution d’Acide Acétique Glacial a 45%

Acide aCltique glacial ...........ooiririi i 45 ml
Eau distille. . ... 55 mi
4. solution de Carnoy

Acide acétique lacial...........oooiii i v
Ethanol pure (100%0).........oeeeee e, 3V
Le Carnoy est composé d’éthanol 96% et d’acide acétique glacial, dans les proportions
respectives : (3V /1V).

5. Colorant de Feulgen

Fushine basiqUe. .......cuiiiii e 0,25¢
Eau distille. . ... 50 mi
5 (0] (1 P 5ml
K2 S 20 e 05¢g

0,25 g de Fushine basique est solubilisée dans 50 ml d’eau distillée bouillante (100°), apres
10minutes ,5 ml d’une solution 1N d’HCI sontajoutée, I’ensemble est agité puis ajouter 0,5 g
de métasulfite de Potassium K2S205, couvrir lasolution par papier aluminium et la conservée
a 4°C. Apres 24h la solution est filtrée et peutétre utilisé.

6. Réactif de MAYER

Todure de potassium (KI).......oooueiiiiiiii e e 25¢g
Chlorure mercurique(HZCI2) . ... vvii e e 6,8¢g
Eau distille. ......oeoi 1000ml

7. Réactif de Stiasny
FOMMOI @ 40%0......cceiee ettt et e et e be s e sb e e sr e e e e beeabesreenneeneens e aneas 10 mi

HCL CONCENTTE ..o 5 ml
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