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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisée diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et de soigner toutes sortes de maladies (Lee, 2004).
Actuellement, l'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 81% de
I’humanité a recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de
santé primaire (World Health Organisation, 2000) Les médicaments a base de plantes sont
encore largement utilisés et ont une importance dans le commerce international (Cordell et
Colvard, 2005).
Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments, elles
sont considérées comme source de matiére premiere essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).
Origanum majorana. est une plante tres utilisée dans la médicine traditionnelle en Algérie en
particulier, dans la région du soufe la plante est utilisée pour des différent raisons, a savoir
son utilisation contre I’infertilité féminine, et pour se soigné contre les maladies digestives et
respiratoire ainsi que les brulures et les maux de téte.
Malgré I’importance de cette plante peu d’étude ont été faite pour caractériser cette espéce et
cette substance bioactives. Tandis qu’aucune étude n’a été faite pour étudier 1’effet inducteur
de cette plante ou I’effet toxique. C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude..
L’objectif de la présente est d’étudier I’effet de 1’extrait ageux préparé a partir de cette plante
sur le devloppement des racines de 1’orignon par le test Allim cepa.
Allium cepa, I’oignon, fait partie de la famille des alliacées. Cette plante est cultivée dans de
tres nombreux pays pour son usage alimentaire. Le caryotype présente cingq paires de
chromosomes (de 8 a 16 um) avec des centromeres situés de fagcon médiane a submédiane,
deux paires dans lesquelles les centroméres sont submédians et une paire de chromosomes
satellites (Grant, 1982a).Le test allium cepa permet 1’évaluation de divers critéres de toxicité
et de génotoxicité.
Afin de mieux comprendre comment les utiliser la marjolaine en phytothérapie.
Ce manuscrit est constitué de deux parties ; la premiere est une étude bibliographique qui
comporte trois chapitres :

% Le premier est consacré aux plantes médicinales.

¢ Le deuxieme chapitre est focalisé sur la plante étudiée Origanum majorana.

¢+ Troisiéme chapitre traite la cytotoxicité.

[1]
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Pour la deuxieme partie experimentale
% Le premier présente les mateériels et les méthodes adoptées dans I’étude .

«» Le deuxieme illustre les résultats obtenus et leurs discussions

(2]
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Synthése bibliographie Généralités sur les plantes médicinales

I. Plantes médicinales

Depuis I’antiquité, les plantes médicinales constituent une source majeure pour le traitement
de nombreuses maladies humaines a travers le monde. Ainsi, la demande de remedes issus de
sources naturelles pour remplacer les médicaments thérapeutiques synthétiques et minimiser
leur effet secondaire et leur toxicité, n’a pas cessé d’augmenter. Selon Vuorelaa et al. Au
cours des 20 derniéres années, Plus de 25 % des médicaments sont directement isolés des

plantes, et les 75 % restant sont obtenus a partir de leurs produits dérivés chimiquement.

1.1. Définition

Plante médicinale : sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une
partie posseéde des propriétés médicamenteuses (Sanago R, 2006)car elle répond a la
définition du meédicament : « est considérée comme médicament toute substance ou
composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou préventives a 1’égard des
maladies humaines ou animales, ainsi que tout produit pouvant étre administré a ’homme ou
a ’animal en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs
fonctions organiques »(Sofowora A. 2010).

Les plantes sont organismes vivants marques leur identités par des spécificites
morphologiques, a I’origine de la classification botanique, mais aussi biochimiques, liées a
des voies de biosynthéses inédites, représentant leur intérét de leur 1’usage des plantes
médicinales (Brunetonq J, Barton DHR. 1987).

Selon I’OMS (Organisation Mondial de la Santé), ce sont toutes les plantes qui contiennent
une ou des substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des
précurseurs dans la synthése de drogues utiles (Sofowora A., 2010).

1.2.Principes actifs des plantes médicinales

Les principes actifs d'une plante médicinale sont les composants naturellement présents dans
cette plante;On les utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie. Donc, les
plantes médicinales doivent leurs actions a un ou plusieurs principes actifs que l'on peut
analyser chimiguement et qu'il est indispensable de connaitre pour comprendre comment elles
agissent sur l'organisme. Les plantes contiennent des métabolites primaires et secondaires.
Les métabolites secondaires sont des substances indirectement essentielles a la vie des
plantes, ils participent a I'adaptation de la plante a son environnement, ainsi qu'a la tolérance

contre les chocs (lumicre UV, les insectes nocifs, variations de la température ...).

[4]
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Tandis que les métabolites primaires jouent un réle principal dans le développement et la
croissance de la plante lui conférent son activité thérapeutique (SEBAI M, BOUDALI M.
2012).Les composés sont des composés phénoliques, des terpenes, des stéroides et des

composés azotés dont les alcaloides.
1.2.1. Eléments actifs des plantes

e Alcaloides

Renferment un groupe chimiquement tres divers des composés chimiques contenant des
substances organiques azotées basiques, souvent se sont extrémement toxiques, (Verdegrer,
1978).

e Tanins

Sont des extraits poly phénoliques des plantes, utilisé pour tannerles peaux, sont connues par
leurs propriétés antiseptiques, antibiotique, astringente, Anti diarrhéique (Schauenberget
Paris, 1977).

e principes Amers

Sont des substances naturelles végétale susceptible de libérer de 1’azote, trés diverse, ayant
une saveur amer, et une action stimulante sur la production de suc gastrique, favorisant la
digestion, sont connu par leur propriétés de traitement des maladies hépatiques, rénale et
I’anémie ....cet(Khetouta, 1987).

e glucosides

Se composent en deux parties : un composant glucidique (Glycone) et un composant non
glucidique (aglycone) peuveglucosidescardioides, les glucosides phénoliques, les glucosides
sudorifiques nt agir sélectivement dans le corps humain, sur un ou plusieurs organes dans le
but de stocker les réserves nutritives d’aprés leurs compositions groupe : les glucosides
sulfurés, (Khetouta, 1987).

(5]
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huiles essentielles

La norme AFNOR NE 75-006 définit 1’huile essentielle Comme « Un produit obtenu a partir
d’une matiére premiére végétale, soit par Entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydro
distillation, I’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédes physiques »
(AFN, 1986).

Mucilage

Est une substance végétale qui se compose de sucre et de polysaccharide, et considere comme
une gamme visqueuse se gonflant dans 1’eau, a une action protectrice contre les attaques

acides et les irritations.
Vitamines

Sont des principes alimentaires essentiels, pour I’homme et 1’animal, réalisent des fonctions
métaboliques .ces substances de nature chimique (A, C, E, K, groupe B)(Schauenberget
Paris, 1977).

Saponines

Le terme saponine est dérivé de mot savon, sont des terpénes glucidique, et ils peuvent se

trouver aussi sous forme aglycone, ils ont un godt amer et acre (Hospikins, 2003).
Antiseptique végétaux

Sont des substances antibiotiques produites parlesplantes (Grunwald
etJanicke, 2006).

1.3.Modes de préparation des plantes pour la phytothérapie

1.3.1.Modes de préparation des PM

Le mode de préparation d’un produit phytothérapeutique peut avoir un effet sur la
quantité du principe actif présent. Le moment et la saison de la récolte de la plante, ainsi que
le type de sol ou elle pousse, peuvent également influencer son efficacité. Pour produire une
préparation, on commence généralement par moudre les parties de la plante qui ont des
propriétés medicinales. La matiere végétale ainsi moulue est appelée macérat. Selon le type de
plante et le procédé employé, le macérat peut étre séché avant d’étre moulu. On trempe

ensuite le macérat dans un liquide pour en extraire les principes actifs. Ce liquide est appelé

6]
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solvant, et il existe plusieurs méthodes pour effectuer cette opération: infusions, décoctions,
teintures, extraits, cataplasmes (Taylor L. 2005).
1.3.2.Voies d'administration des PM

Les modes de préparationexistent plusieurs voiesd’utilisation:
» voie orale c’est la voie la plus utilisee.
» Lotion & application sur la peau ou les organes atteints.
» Inhalationdes vapeurs chaudes émanant du liquide de préparation.

» Bain ou lavement (Taylor L. 2005).

I.4.Utilisations des plantes médicinales

Pendant longtemps, les plantes n'ont été utilisées dans la nature que sous forme de tisanes ou
de poudres. Beaucoup se présentent maintenant sous forme de capsules, mais les plantes
médicinales sont utilisées sous de nombreuses formes. Pour ces préparations, des régles de
bonnes pratiques pharmaceutiques ont été établies de nombreux parameétres doivent étre
respectés, comme le nombre de plantes, les associations possibles, les saveurs, et méme le

go(t du client doit étre adapte.

Il convient également de noter que de nombreuses plantes ne sont utilisées qu'en
homéopathie. C’est le cas par exemple de la souche d'arum a trois feuilles appartenant a la
famille des Araceae ou de la souche d'arum a trois feuilles du radis indien. Il est utilisé en

dilution pour traiter les affections respiratoires et les tensions vocales (Beauquesne, 1986).

I.5.Toxicité de la plante médicinale

1.5.1.Toxique
Une toxine (du grec toxikon = poison) est une substance hétérogene a lI'organismell interfere
avec une relation dose-dépendante, Image clinique Produits par les poisons sont des

"syndromes toxiques" ; ce sont des syndromes d'origine toxique, évocateurs d’effets toxique

cinétiques(Génestal,2009).
1.5.2.Plantes toxiques

Plantestoxiques lorsqu'une plante contient une ou plusieurs substances, elle est considérée
comme toxique Nocif pour les humains ou les animaux et l'utilisation cause des problemes

Plus ou moins grave et méme mortelle (Fournier, 2001).

[7]
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La définition doit tenir compte des annotations suivantes :

= Ou les plantes sont plantées et quand elles sont cueillies, ce qui les affecte la
concentration du principe actif et donc sa toxicité
= L'ingrédient actif d'une plante venéneuse peut étre distribué dans toute la plante ou

Priorité dans une ou plusieurs de ses parties : racines, baies ou Feuilles.

La notion de dose est déterminante ; certaines plantes utilisées a des fins thérapeutiques
Peuvent constituer une menace pour la santé humaine a fortes doses. Ceci est fait par comme
la sauge, la sauge, I'armoise blanche, I'absinthe blanche et Absinthe Artémisionarborescents,
toutes trois sont des plantes médicinales mais trés toxique (Royaume, 2016).

1.5.3. Causes de phytotoxicité
La toxicité des plantes médicinales peut étre expliquée comme suit :

= Toxicité inhérente aux ingrédientsles plantes médicinales sont des mélanges Un
complexe de diverses molécules. Leur composition, souvent mal définie, consiste en
Molécules aux activités biologiques notoires, entre autres, les hétéros glycosides,
Alcaloides, anthocyanes, tanins et stéroides. Comme toutes les molécules Biologiquement
actifs, ces ingrédients peuvent étre présents a certains niveaux de concentration toxicité
(Zekkour, 2008).

» Intrinséque : La composition des produits végéetaux varie considérablement Dailleurs, le
contenu de ces ingrédients variera naturellement d'une formulation a l'autre. Autre.

» |dentification imprécise des ingrédients : les préparations a base de plantes peuventPeut
avoir des effets indésirables lorsque I'un des ingrédients devient toxique Substances
gravement toxiques, non identifiées ou mal identifiées : 1991 et 1992, substitut
AristolochefangchiStéphanatétraedre dans les préparations amincissantes est Causes
d'insuffisance rénale seévere chez les consommateurs.

= Altéréla toxicité peut également étre liée a la présence d'ingrédients altérés Préparations
chimiques a base de plantes, qu'elles soient a base de plantes ou produits chimiques
médicinaux (Zekkour, 2008).

= Contamination : Les produits & base de plantes medicinales peuvent contenir Les
polluants toxiques tels que les pesticides et les métaux lourds et le pollen, Champignons et
moisissures microscopiques pouvant provoquer des réactions Allergique et/ou
toxique.(Zekkour, 2008).
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I1.Etude botanique

Origanume est dérivé de ‘Oros’ qui signifie montagne et ‘ganos  qui signifie briller ; ce
mot signifierait « ornement des montagnes ».L’apparition du terme frangais était au 13°™
siécle, européen (Origanumsp.) et mexicain (Lippiasp.) « Origan ».Le nom Origan est
couramment utilisé dans le monde entier pour signifier un arome et une saveur épicés
(Balahbib et al ; 2021).

Origanum Majorana (connue sous le nom de Sahtar ou Zaatar en médecine traditionnelle)
actuellement nommée marjolaine douce est une plante médicinale de la famille des
Lamiacées, une plante herbacée vivace du genre Organum .Au port autoportant .C est une
photoautotrophe .cette plante est répartie autour des régions méditerranéennes notamment au

Maroc, en Algerie, en Egypte, en Espagne et au Portugal (Bouyahaa ,2020).

I1.1. Description botanique

O majorana forme des touffes de 20 a 40 Cm de haut, assez ramifiées, aux feuilles
ovales, petites, tendres et velues. Ses fleurs minuscules, blanches ou rosées sont groupées en
corymbes, son groupées en corymbes, son parfum est si puissant qu’il suffit de passer la main
sur une touffe pour qu’une agréable odeur se répande alentour (Bia S, 2019). Les fleurs de
cette plante sont hermaphrodites dans la nature ayant les deux sexes sur lamémeplante.Les
graines sont minuscules, ovales, foncées et brunes qui miirissent d’aofit aseptembre.
L’organum majorana a des racines pivotantes. Elles ont un diamétre de 0,2 mm a 0,6mm. Les
racines de la plante sont de forme sub-cylindrique et plissées longitudinalement avecdes
fissures transversales. elle a une odeur aromatique et un godt non persistant. Les fracturessont

longues, irrégulieres et fibreuses (Mugaddas, 2016).

Figure 1: Partie aériennes d’Organum majorana L. (Prerna et vasudeva, 2015).

(10]
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11.1.2. Taxonomie

Le genre Origanum appartient a la famille des Lamiaceae et a la sous famille des

Nepetoideae .le point de vue taxonomique a été complétement revu par Dr JHLetswaart en

1980(Balahbib et al ; 2021).

Tableau 1: classifications taxonomiquesd’Organum majorana.

Regne Plantes
Sous-régne : Chlorobiontes
Infra-regne: Streptophytes

Super-division : Embryophytes
Division: Trachéophytes
Sous-division: Spermatophytines
Classe: Dicotylédones

Sous-classe : Astéridées
Ordre : Lamiales
Famille: Lamiacées
Sous-famille : Népétoidées
Tribu : Mentheae
Genre : Origanum L.
Espece : Organummajorana L. (Tripathy et al., 2017)

(11]
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11.1. 3.Aire géographique du genre Organum

Dans le monde
Les membres du genre organum définis par letswaart sont distribués principalement dans la

région méditerranéenne, avec plus de 81 pourcent situés exclusivement dans la région est
méditerranéenne. Méme si la distribution la plus importante, des cultures peuvent étre
retrouvées a cube, ou encore a la réunion (Bia, 2019).
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Figure 2:Aire de distribution du genre organum (ZENSANI L, 2014).

En Algerie
L’ Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales au regard de sa superficie et
des a diversité bioclimatique. L Organum de la famille des Lamiacées, comprend plusieurs

especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes jus qu’aux

[12]
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zones arides. 1l est représenté en algérie par de nombreuses especes qui ne se prétent pas
aisément a la détermination en raison de leur variabilité et leur tendance a s

hybriderfacilement.elleest représentée par trois especes spontanées phylogénétique ment :

= Organummajorant et OriganumvulgaresspglandulosumDesf en
démiqueAlgéro-tunisienne.

= Origanum floribundum en démique Algérienne (Bia, 2019).

11.4. Composition chimiques

O. Majorana est aussi riche en composants (80) dans I'extrait de son huile essentielle et
qui sont en majorité des mono terpénes. La marjolaine est cultivées pour ses feuilles
aromatiques, les cimes sont coupées lorsque la plante commence a fleurir et sont séchées
lentement a I’ombre. Elle est souvent utilisée dans les combinaisons d'herbes telles que les

herbes de Provence et zaatar. Les principaux constituants dans tableau02.
11.5. Principes actifs d’Origanum majorana

Comme de nombreuses plantes aromatiques ou fines herbes, la marjolaine apporterait a
I’organisme une quantit¢ non négligeable d’antioxydants, bénéfiques pour préserver le corps
des méfaits de certains radicaux libres. Elle contiendrait en effet des composés phénoliques

(acides phénols), notamment de 1’acide rosmarinique, des flavonoides, de 1'épigénie, de la

lutéoline et de I'acide carnosique) (CHIKHOUNE., 2007).

La marjolaine contiendrait également un certain nombre de vitamines, parmi les quelles la
vitamine K, nécessaire a la fabrication des protéines, a la coagulation sanguine et a la
formation des os ; du fer, indispensable au transport de 1’oxygene dans le sang et a la
formation des globules rouges ; du calcium, qui contribue a la formation et a la solidité des
0s, au maintien de la pression sanguine et la contraction des muscles. En outre, la marjolaine
serait une source non négligeable de manganese, participant a différents processus
métaboliques et & la protection contre les radicaux libres. Enfin, la marjolaine renfermerait de

la vitamine E, contribuant ainsi a protéger la membrane entourant les cellules (SCHAAL., 2010).

La marjolaine contient également une huile essentielle, composée, entre autres, de camphre,
d’esters, de bornéol, de sabinéne et de terpeéne. Elle participerait a combattre certaines
bactéries, a apaiser le systéme nerveux, a dilater les artéres, a augmenter leur tonus et a

vaincre certaines formes de spasmes (SCHAAL., 2010).

(13]
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Tableau 2: EIéments nutritionnels présents dans O. Majorana (Tripathy et al, 2017).

Les denrées alimentaires et les microéléments Les valeurs nutritionnelles pour
majorana
Energie 271cal
Glucides 60,569
matieres grasses totales 7,04g
Cholesterol omg
Fibresalimentaires 40.3g
vitamines
acidepantothénique 0,209mg
vitamine A 8058UI
vitamine K 621.7ug
vitamineC 51.4mg
vitamine E 1,69mg

Les Electrolytes

Sodium 77 mg

potassium; 1522 mg

Les Minéraux

Calcium 1990 mg

Fer 82,71 mg

Zinc 3,60 mg
Les Phytonutriments

caroténe-3 4806 pg

cryptoxanthine-3 1895 pg.

11.6. Activité antioxydante
Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles est développé comme substitut dans la

Conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les poly phénols qui sont

responsables de ce pouvoir (LAIB., 2011).
11.7. Activité antibactérienne

L’action des HEs sur la prolifération microbienne se fait a travers I’altération de la

Perméabilité membranaires des bactéries en perturbant les systemes de transport ionique ; le

(14]
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transport des électrons et la production de 1’énergie. Le mode d’actions d’HE dépend du type

de microorganisme (SAIMI. 2014). En général bactérie GRAM- sont plus résistantes que les

GRAM + grace a la structure de leur membrane interne (OUIS. 2015).

11.8. Activité antifongique

Le pouvoir antifongique des HEs des plantes aromatiques contre les
moisissuresAllergisantes et contre les champignons pathogénes et opportunistes tel que
Candida albicans (SAIMI. 2014).

11.9. Activité antivirale

Les virus sont généralement fortement sensibles aux molécules aromatiques des HEs tell que
les monoterpénols et les monoterpénals(SAIMI. 2014). De nombreuses pathologies virales
séveres traitées avec des HEs (ZENASNI. 2014).

11.10. Activité anti-tumorale

Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales et sont utilisées dans le
traitement preventif de certains types de cancers. L’huile essentielle de Nigellasatival
démontre une activité cytotoxique contre différents lignées tumorales (TOURE., 2015). Ainsi
que I’huile essentielle de Myrica gale exerce un effet inhibiteur sur la croissance des cellules

cancéreuses des poumons, et du colon. (LEMAQUIL., 2011).
11.11. Propriétés thérapeutiques d’Organum majorana

La marjolaine serait réputée pour ses vertus calmantes, notamment en situation D’excitabilité
psychique et d’excitation nerveuse. Elle participerait a réduire les effets du stress. Au niveau
de la sphere digestive, la plante interviendrait pour stimuler 1’appétit et réguler certains
troubles digestifs. Par ailleurs, la marjolaine posséderait des propriétés anaphrodisiaques
(AGRIMER. 2012).

Ses propriétés médicinales

«» Calme les douleurs musculaires, articulaires, crampes, courbatures, et les
reglesDouloureuses.
¢+ Un tranquillisant du systeme nerveux.

+«+ Nervosité, dépression, anxiéeté, insomnies et aux migraines.

(15]
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% Troubles digestifs, spasmes intestinaux, flatulences, ballonnements, diarrhées,
nausées et stimule I’appétit.

% Régule la tension artérielle.

+* Nettoie les voies respiratoires (En inhalation).

+« Un antiseptique efficace contre les aphtes, maux dentaires, la gingivite et autres

Infections touchant la bouche.

%+ Apaise les foulures et les douleurs articulaires.
% Soigne les plaies superficielles.

¢+ Problemes respiratoires.

%+ Calme les accés de toux.

X/

+* En cas d’asthénie.

(16]
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111.1.Définition

La génotoxicité est la mati¢re necleaire, qu’elle provoque ou non de la mutation
(Umbuzeirob et al., 2016) génotoxicité est une caractéristique nécessaire des substances
toxiques généralement causée par mutation, phénomenes génétiques ou ruptures de brins
d’ADN (Akhtar et al., 2016). Toxicologie La génetique ou la génotoxicité est la toxicité
d'une substance a l'acide désoxyribonucléique (ADN), provoquant directement des lésions ou
des mutations Ces mutations peuvent survenir Indirectement aprés I'activation métabolique
des enzymes hépatiques. Systeme La réparation cellulaire est responsable de I'élimination de
ces lésions. Cependant, un correctif I'imperfection peut également entrainer des mutations

génétiques, qui peuvent conduire au cancer (Fernandez et al. 2013).

111.2.1lulaiCyclecere

Les cellules vivantes se dupliquent elles-mémes apres un cycle cellulaire. La division
cellulaire est le processus fondamental par lequel une cellule mére donne deux cellules filles
identiques a la cellule dont elles dérivent.. Le cycle cellulaire est essentiellement constitué de
deux temps, I’interphase, au cours de laquelle les chromosomes sont répliqués, et la mitose,

au cours de laquelle les chromosomes se répartissent entre les deux cellules filles

(Meijer, 2003;PotapovaetGorbsky, 2017).
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Figure 3:Différentes phase du cycle cellulaire (http;//www.lycee-sainte-cecile.com.).

(18]



Synthése bibliographie Génotoxicité

I11.2.1. Phases du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire des eucaryotes comporte quatre phases. De ces deux étapes, I'étape
Pendant les phases S et M, les cellules subissent deux événements fondamentaux dans le
cycle: la réplication Partage strictement égal des chromosomes entre I'ADN (phase S, pour la
synthese) et 2 Cellules filles (phase M, mitose). Les deux autres phases du cycle G1 et G2
représentent Gap : en phase G1, les cellules se développent, intégrent des signaux Mitogene
ou anti-mitogene et prét a effectuer correctement la phase S ; pendant cette période en phase
G2, les cellules se préparent pour la phase M (Otto et Sicinski, 2017).

111.2.1.1. Interphase

La mésospheére est devise en triosphases: G1, S et G2. L'étape G1 est équilles cellules sont
amorcées pour la synthése d'ADN (Diffley, 2004; Johnson et Skotheim, 2013).

=  Phase G1

La premiére étape de croissance (croissance); les cellules passent par une étape de
croissance ont leurs dimensions définitives. Au cours de cette phase, ils travailleront et
exécuteront également divers Ils sont programmés pour fonctionner (Klug, 2006).
Environ 90% Durée de la période (Nabors,2009).

" Phase S

Correspond a I'étape de la synthése de I'ADN, ou une copie exacte du matériel génétique
générer des cellules. La réplication est lancée sur de nombreuses sources pour les raisons

suivantes recrute des ADN polymérases (Hanaoka et Sugazawa, 2016 ; Li et al. 2007).

= phaseG2

C'est la deuxieme étape de la croissance et c'est I'étape avant d'entrer en mitose. Milieu

Les cellules a ce stade maximisent leur volume en vue de nouvelles divisions (Klug, 2006).
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111.2.1.2.mitose

La mitose est la capacité d'obtenir deux de la cellule parental les mémes cellules filles. cette
phase ne représente que 10% de la durée du cycle cellulaire.il comprend deux processus : la
division du noyau et la division du cytoplasme.conduit a la distribution de nouveaux noyaux

dans les deux cellules filles (Nabors, 2009).
= prophase
Il s'agit d'une phase d'une durée de 15 a 60 minutes (Petit et Julien, 2007).Début précoce

Caractérisé par l'individualisation des chromosomes, suivie d'un épaississement et raccourcie;
chaque chromosome est composé de deux achromatisez sceurs Centromére. Deux centromeres
accompagnés de microtubules constituent les asters migre vers les deux pdles opposés de la
cellule (Kalitsis et al. 2017).

chromosome enveloppe nucléaire

/ o, nucléole

fuseau —
mitotique

en formation réticulum

endoplasmique
PROPHASE microtubules

Figure 4:Représentation schématique d’une cellule en prophase.

= prométaphas

En pro métaphase, les microtubules s'assemblent pours formé des fuseaux bipolaires
SES deux pdles s'organisent autour de chaque centrosome, se repentant en phase S.
Passage entre les microtubules du fuseau et les chromosomes des structures protéiques

appelées centromeres qui se lient au centromere (Prosser et al. Pelletier, 2017).
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= Meétaphase

Centromére sur la plaque équatoriale. Le centromere se fixe aux microtubules polaires

Cellule. a ce Le mi-parcours ne dure que quelques minutes. Elle se caractérise par le
regroupement stade, tous les chromosomes peuvent étre clairement observe vue polaire
(Meijer, 2003).

= vésicule de

&%‘}/I’enveloppe
nucléaire

— pole du fuseau

___fuseau de
microtubules

e (I plaque
equatoriale

Figure 5:Représentation schématique d’une cellule en métaphase.

= Anaphase

C'est une phase tres courte (2 a 3 minutes). Chaque centromere est divisé en deux. Fibre

Claque ensemble de chromatides est ensuite amené vers les poles cellulaires.
cetteseparationpermedeux ensembles de chromosomes monochromatiques identiques ont été
obtenus (Nabors, 2009).
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, raccourcissement
/ des microtubules
/ du fuseau

Figure 6:Représentation schématique d’une cellule enanaphase.

» Télophase

Elle dure de 15 a 60 minutes (Elord et Stansfield, 2003).les chromosomes ont atteint

Poteau de broche. Une structure microtubulaire formée au milieu des deux lotschromosome.
La contraction marque le site de la cytokinese(Meijer, 2003).InversementLa prophase et la
télophase sont les étapes de la réorganisation de la membrane unclear. Les chromosomes sont
decadences et les fuseaux incolores disparaissent (Petit et Julien, 2007). Cette Division est
I'événement le plus important dans lequel le cytoplasme se divise en deux parties deux
cellules filles génétiquement identiques se forment (Delattre, 2006;Suryadinata et al.,
2010).

___— enveloppe en
reconstruction

Figure 7:Représentation schématique d’une cellule entélophas.
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I11.3.Activité génotoxique

Les études de génotoxicité et de mutagenese chez les espéces a potentiel médicinal prévente
conduire Induit des changements génétiques et cause certains problémes de santé
(Chiavegatto et al. 2017). Les agents génotoxiques sont capable d'agir directement ou Agit
sur I'ADN indirectement, en cassant un ou les deux brins d’ADN, en modifiant les bases

(supprimer substitution, décalage) (Raffine, 2009).

I11.4.Dommages a I'’ADN causeés par des substances mutagenes

Les génotoxine sont des molécules qui ont un effet toxique sur le génome, En particulier, la
capacité de modifier le matériel genétique. Ces changements peuvent étre directement
modifications qui induisent 'ADN (mutations génétiques) ou les chromosomes (mutations)
chromosome), ou indirectement, comme la structure des nucléotides modifiés qui le précédent
incorpore I'ADN ou inhibe les enzymes de synthese ou de réparation (ADN polymérases,

ligases, topo isomérases, etc.) (Mutation du génome) (Umbuzeiro et al., 2016).

111.4.1.Mutation génétique

Les mutations génétiques correspondent a des changements dans la séquence nucléotidique de
I'AND méthodes pour arréter complétement la synthése des protéines ou la modifier pour
produire une protéine inactive. La mutation génétique la plus courante est une substitution,

qui implique un remplacement un nucléotide est un nucléotide (lenga, 2012).

111.4.2. Mutations chromosomiques

Les anomalies chromosomiques sont subdivisées en anomalies quantitatives (effets non
géneétiques) et Anomalies structurelles (effets tératogénes). Les aberrations chromosomiques
peuvent chromatine (échanges, cassures...) ou chromosomes (affecte les deux chromatides
d'un chromosome) Chromosomes : fragments acentriques, di centriques, translocations, etc.).
perte correspondante (suppression) ou ajout (insertion) de segments chromosomiques,
échanges entre segments duplications ou inversions de chromosomes et de segments

chromosomiques non homologues (Al-dualimi et al. 2018).

111.5. Agents mutagéne
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Trés peu de mutations spontanées lors de la réplication dues a l'activité correction pour 'ADN
polymérase (3' 5' pour l'activité exo nucléase). Augmentation du mutagéne taux de mutation
au sein du génome (Pedrazzani et al. 2012).si certains genes, ou des chromosomes entiers,
souffrant de dommages permanents, peuvent muter, provoquant modification génetique de
certains traits. les agents antimutagenes sont connus contrer les effets des mutagenes
(Roberto et al., 2016).l1a capacité d'un agent a modifier directement ou indirectement le
patrimoine génétique d'une personneles cellules peuvent apparaitre selon plusieurs

mécanismes :
- Rruptures de brins d'ADN
-Rupture de deux brins d’ADN : dégradation

- Modifications de bases (thymine, cytosine, adénine, guanine) (Roberto et al., 2016).

111.5.1. Azide de sodium

L'azoture de sodium (NaN3), qui fait partie de la famille des azotures, est un mutagénedes
produits chimiques bien connus qui provoquent des génomes eucaryotes ou les procaryotes
(Khan et al. 2011).qui est un composé ionique dont la formule moléculaire est également
soluble dans I'eau certaines solutions contiennent une quantité minimale d'azide d'hydrogéne
(Qari, 2008; Khan et al. 2009). L'azoture de sodium agit en interagissant avec I'ADN apres
infiltration dans le noyau. Il affecte différentes parties d'une plante et son développement en

interférant avec son activité métabolisme (Qari, 2008 ; Khan et al, 2009).

111.6.Tests de génotoxicité

Les tests de génotoxicité sont utilisés depuis longtemps pour étudier le risque
mutagene/cancérogéne chez les travailleurs exposés a des agents génotoxiques. Elles forment
une boite a outils, actuellement la seule capable d'évaluer I'impact prématuré, entant que
prédicteur du risque de cancer, I'exposition aux médicaments géotropiques (Ortega,2004).
Ces essais ont pour but de mettre en evidence I'induction de modifications (endommagement
ADN, mutation, transformation cellulaire, etc.) (Hartmann et al., 2004).cette différentes

méthodes actuellement utilisées pour détecter (Pilliére et Falcy, 1991).
Activité mutagéne en milieu biologique :test d’Ames.

< Changements cytogénétiques dans les cellules humaines
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- Aberrations chromosomiques.

- Cherchez des micronoyaux.

- Echange de chromatides sceurs.

- Test des cometes (test le plus récent).

< Formation de liaisons sur I'ADN ou les protéines (adduits) : adduits etADN, adduits de

protéines et adduits d'hémoglobine.

111.6.1.Testesde mise en évidence d’un pouvoir mutagéne au niveau génique

I1 s’agit de tests mettant en évidence le potentiel génotoxique d’une substance, préparation ou
extrait, en mesurant sa capacité a induire une mutation au niveau d’un geéne chez des bactéries

ou des cellules eucaryotes se traduisant par un effet phénotypique détectable..
111.6.1.1.Le test des cometes

Le test des cométes, ou Cometassay en anglais, encore appelé “single cellgel
electrophoresisassay” (SCGE) ou “microgelelectrophoresisassay” (MGE) mesure les cassures
de brin d’ADN dans des cellules individuelles (Rydberg et Johanson.1978). Furent les
premiers a déterminer les dommages de ’ADN dans des cellules individuelles incluses dans
un gel d’agarose et lysées dans des conditions légerement alcalines permettant un
déroulement partiel de I’ADN. Aprés neutralisation, les cellules étaient colorées a I'acridine
orange et les dommages de I’ADN étaient quantifiés en mesurant le rapport de la fluorescence
verte (indiquant I’ADN double brin) et de la fluorescence rouge (révélant I’ADN simple
brin).( En 1984, Ostling et Johanson )ont ajouté une étape a cette technique : aprés la lyse
des cellules incluses dans un gel d’agarose, elles subissent une électrophorése dans des
conditions neutres et sont marquées a 1’aide d’un colorant fluorescent : le bromure
d’éthidium. Lors de 1’¢électrophorése, les molécules d’ADN étant chargées négativement, les
fragments cassés ou relaxé svont davantage migrer vers 1’anode et former ainsi une image
ressemblant fortement a des cometes. Le test était alors baptisé, il restait a (Singh et al. 1988)
a ameliorer ce protocole, car les conditions de lyse étaient inefficaces pour enlever toutes les
protéines. Des conditions de lyse plus rigoureuses induisant la perte de 95% des protéines
cellulaires ont été obtenues en réalisant les étapes de lyse et d’électrophorése en conditions

fortement alcalines (pH > 12,3) qui facilitent ainsi la dénaturation, le déroulement de I’ADN
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et ’expression des cassures simple brin et des “Iésions alcali-labiles” en plus des cassures
double brin. Dans le domaine environnemental, le test des comeétes a été appliqué avec succes
a différents types d’organismes : plantes, vers, mollusques, poissons, amphibiens et
mammiferes. Nous ne détaillerons que les publications relatives a I’application de ce test aux
plantes qui nous intéressent plus particulierement, ayant déja résume les autres applications de
ce test dans une revue (Cotelle, 1999). En outre, une revue de (Mitchelmore et Chipman
,1998).Consacrée uniquement aux organismes animaux aquatiques présente 1’application de

différentes méthodes d’analyse de la génotoxicité, dont le test des cométes.

Noyau non Noyau endommage
endommage

Noyau légerement Noyau fortement
endommage endommage

Figure 8: Observations des noyaux par les testesdes cometes. (Lumiére, 2014).

111.6.1.2.Test d’ Ames

Décrit dans une série de publications au début des années 70 par Bruce Ames et son équipe de
I’Université de Californie a Berkeley (Ames et al., 1973), le test d'Ames consiste & examiner
si une substance chimigue ou un agent physique est capable d'induire des mutations
specifiques chez différentes souches de Salmonella typhimurium(Ames, 1973). Les souches
utilisées sont porteuses d'une mutation dans un des genes gouvernant la synthese de I'acide

aminé histidine. Cette mutation His- rend les souches incapables de pousser sur un milieu
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sans histidine. Avec une fréquence tres 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
mutagenes. Ainsi, le testd’Ames permet, en quantifiant I'induction. Ces souches sont porteuses

de mutations His- différentes qui permettent de tester des agents mutagenes variés.

La grande majorité des produits pénétrant dans un organisme humain est détoxifiée afin d'étre
rapidement éliminée. Ce métabolisme conduit souvent a des especes chimiques réactives
intermédiaires électrophiles, qui sont les formes mutagenes ; le métabolisme ou bioactivation
de beaucoup de composésgénotoxiques est donc requis pour qu’ils exercent leurs effets
déléteres (Guengerich, 2000). Les systemes enzymatiques, notamment les cytochromes P-
450 qui interviennent dans ces réactions se situent principalement au niveau du foie et exigent
des cofacteurs (oxygéne et NADPH). llIs sont aussi inductibles. Dans le test d’Ames, ce
métabolisme est mimé en mélangeant un homogénat de foie de rat (appelé fraction S9) avec
les bactéries et les cofacteurs nécessaires (Forster et al., 1980). un traitement préalable des
rats par un inducteur (généralement I'’Aroclor 1254) assure la présence de tous les systemes
enzymatiques.Le test d'’Ames consiste dans sa version classique standard a préparer une série
de mélanges d'une quantité constante d'une des souches bactérienne et des quantités
croissantes du produit a tester et a les étaler sur des boites de Petri contenant un milieu
minimal. Ce milieu autorise la croissance des mutants His+ uniquement. Afin d'augmenter la
sensibilité du test, une trace d'histidine est ajoutée qui permet la croissance de 2 a 3
générations de His- et amplifie I'apparition des mutants. Aprés incubation de ces mutations

réverses His+, de mesurer le potentiel génotoxique de la substance ou préparation étudiée.

Ceux-ci apparaissent sous la forme de colonies sur un tapis cellulaire translucide. Une courbe
dose-réponse est tracee en portant en ordonnées le nombre de His-/boite en fonction des doses
testées. Le pouvoir mutagene est défini comme la pente de la région ascendante de la courbe
(nombre de His+/ug ou nmole). Les résultats peuvent étre exprimés aussi en nombre de
révertants par boite ; le pouvoir mutagéne est avéré s’il y a 2 fois plus de révertants que dans
la boite contréle (quotient revertants produit testé/révertants boite contréle >2). A coté de la
méthode standard, il existe d’autres méthodes, notamment une micro méthode en milieu
liquide réalisable en plaque 96 puits qui semble plus sensible que la méthode standard
(méthode du test d’Ames par fluctuation) (Bridges, 1980). Une adaptation du test d’Ames a

dessouches bactériennes E. Coli déficientes en synthése de tryptophane (souche WP2 uvrA) a

(27]



Synthése bibliographie Génotoxicité

aussi été proposée (Green and Muriel, 1976).Le test d’Ames est applicable a 1’étude du
pouvoir mutagene de produits chimiques ou de mélanges, mais aussi de fluides biologiques
telles que les urines chez les sujets exposés (Mielynska et al., 1997).dans ce dernier cadre, il
pourra servir de marqueur d’exposition en remplacement ou en complément du dosage direct
analytique des composés chimiques mutageénes ou de leurs métabolites. test d’Ames a aussi

été utilisé pour mesurer la génotoxicité de I’air d’ambiances de travail (Teschke et al., 1989).

111.6.2. Tests cytogénétiques

I1 s’agit de tests basés sur I’é¢tude des dommages chromosomiques et/ou chromatidiennes

Entrainées par 1’exposition aux génotoxiques(Muranli et al., 2015). Parmi les tests
cytogénétiques les plus répandus dans le domaine pharmaceutiques sont les tests d’aberration

chromosomique et micronoyau.
111.6.2.1. Tests Aberrations chromosomiques

Sont des essais utilisés pour détecter les anomalies du caryotype sur des cellules eucaryotes

exposées a des composés génotoxiques entrainant des cassures d’ADN (Zeiger, 2001).

Cette évaluation peut établir in vivo par I’analyse des cellules comme les lymphocytes isolés
de sujets humains ou d’animaux ou des cellules de lignée ou des lymphocytes exposés in vitro
aux génotoxiques(John ,1982).Le caryotype est réalisé en bloguant les cellules en métaphase
a ’aide de colchicine, puis en analysant le nombre de métaphases trouvés dans la culture.
Plusieurs types d’anomalies chromosomiques peuvent étre detectés, notamment les anomalies
du nombre de chromosomes (aneuploidie) ou les anomalies de structure des chromosomes
(délétion, translocation, inversion...) (Clare, 2012).Les aberrations chromosomiques
indiguent un dommage stable et persistant (mutation) qui représente un événement
potentiellement initiateur dans le processus qui mene au néoplasie. Le test est un biomarqueur
d’effet précoce (Eslava, 2004).

111.6.2.2. Test des micronoyaux

Les micronoyaux sont des entités nucléaires indépendantes du noyau principal, provenant de
la perte de fragments chromosomiques ou de chromosomes entiers pendant la division
nucléaire, conséquences respectivement d'effets clastogenes (cassures double brin de la
molécule d'ADN) ou d'effets aneugenes (altérations de I'appareil mitotique liées
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principalement a des interactions avec les protéines). Les test des micronoyaux a donc pour
objet de détecter et numérer ces micronoyaux, dans des cellules traitées in vitro par 1’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 précédent (aberrations chromosomiques) qui va Etre
applicable & I’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 mutagene) qui persiste dans la cellule pendant la duréee
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-modeéles : il consiste alors a dénombrer les
micronoyaux présents dans les lymphocytes T binucléés obtenus par blocage de la division
cytoplasmique par de la cytochalasine B 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 centromeéres, type de

" in situ " fluorescente

chromosome altéré, nature exacte de I’altération) par hybridation
(technique FISH), ce qui apporte des éléments mécanistiques fondamentaux a 1’interprétation
des résultats (la détection des centromeres dans les micronoyaux orientant vers un effet
aneugene tandis que ’absence de cette détection oriente plus vers un effet lactogenes)
(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 exposés.
111.6.2.3.Echange de chromatides sceurs (SCE)

Ce test analyse des anomalies chromatidiennes survenant en réponse a I’exposition a
ungénotoxique(Sram and Binkova, 2000). Les échanges de chromatides soeurs entre
chromosomes découlent de cassures dans I'ADN et de la réversion des fragments brisés a une
position presque équivalente aprés échange entre les deux chromatides soeurs d'un méme

chromosome et par conséquent leur formation dépend de la phase S du cycle cellulaire ou des

[29]



Synthése bibliographie Génotoxicité

processus de duplication del’ADN. Les génotoxiques ou agents clastogénes augmentent la
fréquence de SCE par cellules, ce qui serait lié & une action sur la réparation au cours de la
phase S. Le test est applicable pour tester in vitrol’effet d’un composé sur des cellules mais
aussi pour évaluer les effets d’une exposition in vivo a des agents génotoxiques. Il 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
Iésion fixée, exprimant la conséquence d’une exposition a des agents génotoxiques ; il n’est
donc pas synonyme d’effet mutagéne. Le test d’échangede chromatides sceurs n’est d’ailleurs
pas prédictif du risque de cancers (Norppa et al., 2006). Le test d’échange des chromatides
soeurs est sensible a certains facteurs confondants, notamment le tabac (Lei et al., 2002;
Milic et al., 2008) et aussi la consommation d’alcool (Karaoguz et al., 2005). Le
polymorphisme d’expression enzymatique constitue aussi un facteur interférent (Wong et al.,
2003; Norppa, 2004).

111.6.2.4.Test Allium Cepa

Allium cepa (2n = 16), I’oignon, fait partie de la famille des alliacées. Cette plante est cultivée
dans de trés nombreux pays pour son usage alimentaire. Le caryotype présente cing paires de
chromosomes (de 8 a 16 um) avec des centromeres situés de facon médiane a submédiane,
deux paires dans lesquelles les centroméres sont submédians et une paire de chromosomes
satellites (Grant, 1982a). différentes variétés d’oignon peuvent étre utilisées (Ma et al.,
1995).dont notamment une variété mexicaine a petits bulbes, une variété américaine a gros
bulbes jaunes et une troisieme variété a petits bulbes blancs appelés, en France, oignons
blancs printaniers. Allium cepa permet 1’évaluation de divers critéres de toxicité et de
génotoxicité. Pour ce qui est de la toxicité, contrairement a Vicia faba, 1’élongation racinaire

d’Allium cepa. Est trés souvent déterminée en paralléle avec les études de génotoxicité

(cf. revue de Fiskesjo, 1997). Ce critére presente une bien meilleure repétabilité et une plus
grande facilité de mesure pour Allium que pour Vicia car les racines d’Allium poussent de

facon trés homogene etforment un ensemble de racines de longueur égale.
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Criteres de génotoxicité déterminés sur Allium cepa

Allium cepa est utilisé depuis longtemps dans les études sur les chromosomes et en particulier
sur les effets des rayons X (Marshak, 1937) mais c’est Levan qui fut, en 1938, le premier
scientifique a évaluer les effets du traitement d’ Allium cepa a un produit chimique, a savoir la
colchicine. La modification du comportement mitotique due a la colchicine fut baptisé c-
mitose qui se traduit en fait par une modification du nombre de chromosomes.

Les racines d’Allium cepa ont surtout été utilisées pour évaluer le nombre d’aberrations
chromosomiques. Ce critére s’est avére trés sensible pour détecter le potentiel génotoxique de
produits chimiques (Fiskesjo, 1997), métaux (Fiskesjo, 1988 ; Liu et al., 1994a, b, c ;
Borboa et De la Torre, 1996) produits phytosanitaires (Butt et Vahidy, 1994) ou autres
substances organiques (Cortes et al., 1985). La revue de Grant (1982a) montre que, sur 148

produits chimiques étudieés avec ce test, 76 % ont donné une réponse positive.

Ce test s’est également montré efficace dans 1’étude de la génotoxicité de :

- sols prélevés dans la région de Tchernobyl et présentant une forte radio-activité (Kovalchuk
et al., 1998).

- Lixiviats de déchets d’industries métallurgiques et chimiques (Odeigah et al., 1997a) .
- Eau de riviére (Fiskesjo, 1985 ; Smaka-Kincl et al., 1996) .

-Eau de pluie dans des régions industrialisées (Al-Sabti, 1989).

- Effluents industriels (Smaka-Kincl et al., 1996).

- Effluents de papeteries et d’industries métallurgiques et chimiques (Nielsen et Rank,
1994).- Effluents d’une rafinerie de pétrole (Al-Sabti, 1989).

- Effluents de tannerie (Thangapandian et al., 1995) .

-Effluents d’industries pétrochimiques (Odeigah et al., 1997b).
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I. Matériels et méthodes d’analyses

I.1.Matériels
I.1. 1. Matériel végetal
Lematériel végétal utilisé est:

e Les feuilles d’Origanum Majorana: achetée du marché de Guelma. Apreés I’achat, le
matériel végetal a été débarrassé des débris les feuilles sont ensuite broyages puis
conservées dans des flacons.

e Les bulbes de I’oignon (Allium cepa) : ont été aussi achetés du marché local de
Guelma. Le diameétre des bulbes varie entre [5 et 8cm], la couche externe des bulbes
était ¢éliminée ainsi que les anciennes racines avant de commencer 1’expérience.
Durant toutes les expériences réalisées, les bulbes était incubés a 1’obscurité et a

température ambiante.
1.2.Méthodes d’analyse
1.2.1. Screening phytochimique

C’est un essai in vitro de farine végétale pour la détermination initiale des différentes
classes photochimiques contenue dans la plante analysée (Origanum majorana).criblage
phytochimique comprend des tests qualitatifs basés sur des réactions de coloration ou de
précipitation plus ou moins spécifique a chaque classe de principe actif. En fait, la premiére
étape était de rechercher les principales classes de composés appartenant au métabolisme de
la plante étudiée (Trease et Evans, 1987). On peut citer les principales classes de as
composés tels que : les Polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tanins), les alcaloides, les

saponines et les coumarines.

1.2.1.1.Flavonoides
A 6 g de la poudre végétale sont ajoutés a 150 ml d’eau distillée, le mélange était

porté a eébullition pendant 15 minutes. Puis filtré et laissée refroidir (Mbodj, 2003).

%+ Coloration par le perchlorure de fer (FeClI3)
Les flavonoides, du fait de la présence de fonctions phénoliques dans leurs géniens,
donnent des colorations variées avec des dilutions de FeCl3. 4 a 5 gouttes d’une
solution deFeCl3 diluée a 4%sont ajoutées a 4 ml de solution extractive. L’apparition

d’une coloration verdatre, indique quele test est positif (Mbodj, 2003).
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1.2.1.2.Saponosides

A 200 ml d’eau distillée bouillante sont ajoutés2g de la poudre végétale, le mélange
¢tait maintenu un quart d’heure et apres filtration le filtratétait ajusté a 200ml. 2ml du décocté
a 20% étaient ajouté a 20ml avec de I’eau distillée, le mélange était agité verticalement puis
laissée reposer pendant 30min. L’apparition d’une mousse qui dure quelque instant indique la
présence des saponosides. (Karumi et al., 2004).

1.2.1.3.Tanins

10g de poudre était suspendus dans 200ml d’eau bouillante. Aprés infusion pendant30
mn, le mélange était filtré puis le filtratétait mélangéavec de 1’eau distillée a 200 ml. Il
introduit 10 ml d’infusé a 10% dans un tube a essais, puis il est ajouté 2 ml d’une solution
aqueuse de FeCl3 a 2 %. En présence de tanin, il se développe une coloration verdatre ou bleu
noir (Edeogal et al.., 2005).

a) Tanins cachectiques

A10ml de solution & 10% sont additions 10 ml de I’HCI concentré. L’ensemble était
porté a ébullition pendant 30mn puis filtré sur. En présence de tanins catéchiques, il se forme
un précipité rouge (Edeogal et al.., 2005).

b) Tanins galliques : réaction de stiasny

A 30 ml de solution & 10% sont ajoutés 30 ml de réactif de stiasny, aprés
chauffage au bain-marie a 90°c pendant 30mn et filtration le filtrat était saturé par10g
d’acétate de sodium. Ensuite, ilétait ajouté 2 ml d’une solution de FeCI3 (a 2%),

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.Mucilages

A 2 ml du décocté a20% étaient ajoutés 10ml d’éthanol absolu. Aprés une quelques
minutes, 1’obtention d’un précipité floconneux apres agitation, indique la présence de
mucilages (Karumiet al. 2004).

1.2.1.5.Coumarines

2g de la poudre végétale sont introduites dans un tube a essais, le tubeétait recouvert
avec un papier imbibé d’une solution de NaOH il était ensuite place dans un bain-marie
pendant quelques minutes puis 1ml de NH4OH (20%) sont ajoutes, deux taches de 1’extrait
ontétait déposees sur un papier filtre et la révélationeté réalisée sous la lumiére ultraviolette.

La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines (Rizk, 1982).
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1.2.1.6.Glycosides

10g de plante étaient additionnés a 100 ml d’une solution de I’acide tartrique 4% dans
1’éthanol, le mélange est chauffé durant 2 h, aprés filtration et lavage par I’éthanol, le mélange
¢tait introduit dans 1’eau chaude aprés une deuxiéme filtration, ilétait ajouté 4gouttes de
liqueur de Fehling a 4ml du filtrat, le chauffage au cours de la réaction de la liqueur de
Fehling montre la présence des glycosides (Chaouch, 2001).

I. 3.Détermination de la cytotoxicité par le teste Alliums cepa

|. 3.1.Préparation d’extrait aqueux d’origainm majorana
La méthode utilisée est ellede Bougandoura et Bendimerad (2012) modifiée. 200g de
la poudre végétale (OrganumMajorana)ont été mises a une extraction par macération avec
1250 ml d’eau distillée, pendant 72H a température ambiante (environ 20°C), ’ensemble était
filtré sur du papier filtre afin de séparer le marc du filtrat. L’extrait aqueux était ensuite

lyophilise.

1.3.2.Détermination de la quantité des polyphénols
a)principe de la méthode du dosage

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode
colorimétrique du Folin-Cioclateu(Ragaeeet al. 2006 ; Wong et al. 2006 ; Anthony, 2010).
Cet acide de couleur jaune est constitué d’un meélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Lorsque les polyphénols sont
oxydés, ils réduisent le réactif de Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleue
constitué d’oxyde de tungstene W8023 et de molybdéne Mo803 (Vipéreau, 1968). La
coloration produite, dont lI'absorption maximale est a 765nm, est proportionnelle a la quantité
de poly phénols présents dans les extraits (Ghazi et Sahraoui, 2005 ; Boizot et Charpentier,
2006).
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200gde la poudre
végetale(OriganumMajorana) +1250ml
d’eau distillée, pendant 72Ha température.

Filtrations

Extrait aqueux

Lyophilisation a
46°Cet 0. 064Mbar

U

[ Extrait aqueux lyophilisé (129). ]

Figure 9: Protocole des différentes étapes de la préparation de I’extrait aqueux.
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b) Mode opératoire

Les poly phénols totaux (PPT) ont été déterminés, suivant le protocole applique parLi
et ces collaborateurs en 2007 ; Normal et Mardhiah en 2010) avec quelques modifications :
200ul d’extrait végétal aqueux (4mg/ml) ont été pipetés dans un tube a essai, mélangé avec
Iml de réactif du Folon Ciocalteu (FCR) dilué six fois dans de ’eau distillée. Aprés 4min,
800ul de carbonate de sodium (Na2CO3) avec une concentration de 75g/l ont était ajoutés et
le mélange a été vortexé.Apres une incubation du mélange réactionnel pendant 2 heures de
temps a température ambiante et a 1’obscurité, L’absorbance était mesurée a 765nm par un

spectrophotometre UV-VIS, toutes les mesures ayant été répétées deux fois.

1.3.3.Etudede ’activité cytotoxique de I’extrait

1.3.3.1.préparations des racines d’Alluimcepa

Les racines d’Allium cepa 1 a2cm exposés pendant 24heure dans milieu minéral ce
derniesétait rennveléet remplacé chaque 24H (2jour) les bulbes ont était choisis pour
évaluations des effets cytotoxiques. Le milieu mineéral est utilisé comme témoin négatif (TM)

pour toutes les manipulations.

I. 3.3.2.évaluation de ’effet cytotoxique

Les bulbes ont été divisés en 04lots, chaque lots contient 05bulbes .Les bulbes choisie pour

I’évaluation des effets cytotoxiques et ont été immergées dans des milieux différents milieux :

= Quatre bulbes étaient cultivés dans le milieu minéral utilisé comme témoin négatif.

Douze bulbes ont été utilisés pour 1’évaluation du test de cytotoxicité, de I’extrait aqueux.
elles ont été immergées dans trois milieux différents chaque milieu est définit par sa
concentrations a 25¢/1L , 50g/L et 75g/L

1.3.2.Détermination de la quantité des polyphénols
a)principe de la méthode du dosage

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode
colorimétrique du Folin-Cioclateu(Ragaeeet al. 2006 ; Wong et al. 2006 ; Anthony, 2010).
Cet acide de couleur jaune est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Lorsque les polyphénols sont
oxydés, ils réduisent le réactif de Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleue
constitué d’oxyde de tungsténe W8023 et de molybdéne Mo80O3 (Vipéreau, 1968). La
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coloration produite, dont I'absorption maximale est a 765nm, est proportionnelle a la quantité
de poly phénols présents dans les extraits (Ghazi et Sahraoui, 2005 ; Boizot et Charpentier,
2006).

= ) mélange avec le milieu minéral pendant 24 h.

Douze bulbes sont utilisés pour évaluer I’activité anti-mutagénique I’extraits contre des
cytotoxicité induites par 1’azide de sodium, les bulbes sont placées dans des milieux avec
différentes concentrations de Azide de Sodium(NaN3) a 25¢/1L , 50g/L et 75g/L pendant

24h, ce milieu et utilisé comme témoin positive.

1.3.3.Analyse macroscopique

Plusieurs paramétres ont €té 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’¢élongation racinaire a été déterminée apres 24 h de traitement par la solution d 'Origanum

majorana I’extrait et ces deux témoins positifs et négatifs.

|1.3.4.Fixation de ’extrémité racinaire

les pointes de racines d'un centimétre (1 cm) de long etaient fixées dans le mélange
Fraichement préparé avec une volume d'acide acétique glacial et troisvolume d'éthanol a 95 %
(1:3V/V) pendant 24 heures. Le but de la fixation est d'arréter tout développement de la
division cellulaire et de permettre le maintient de I'intégrité structurelle des chromosomes
(Jahier, 1992). La racine fixée peu vent étre stockés plusieurs mois dans de I'éthanol a 70% a
4°C.

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.
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|.4 Etude statistique

Afin de déterminer I’effet de I’extrait aqueux sur I’élongation racinaire, une
comparaison des moyenne a été réalisé par Excel state par le test de T de student au

niveau 0=0,05.
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Chapitre 11 ;
Reésultats et discussion
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I1. Résultats et discussion
I1.1. Résultats du Screening phytochimique

L’analyse phytochimique de la partie aérienne d’Origanum majorana permis de mettre
en évidence la présence de certains groupes et I’absence d’autres de métabolites secondaires
au niveau des tissus végétaux de notre plantes. La détection de ces composés chimiques est
basée sur des essais des réactions de précipitation et de turbidité et un changement de couleur

specifique. Les résultats sont récapitulés dans le tableau :

Tableau 3: Criblage phytochimique d’O. Majorana.

Groupes chimigues | Remargues Les résultats+ -

Flavonoide coloration verdatre +

Saponosides forme un quelque instant +

Tanin cachectiques forme un précipité rouge | +
galliques Aucune couleur -

les coumarines Aucune couleur -

les glycosides Couleur de la liqueur de Fehling | +

Mucilage Précipité floconneux +

Alcaloides Aucune couleur -

+ présence -Absence

Les résultats expérimentaux de tests phytochimiques(tableau03) ont révélé la
présence de flavonoides, de tanins, de saponosides, de mucilages et de glycoside. Cependant,

I’absence de tanins galliques, de coumarines et des alcaloides.

Ces résultats sont en accord avec ceux d’Al-Howirini, 2009 et Vasudeva, 2015 qui
montrent la présence et 1’absence des mémes groupes chimiques dans la plante étudiée. La
présence de ces métabolites secondaires au niveau de plante étudié explique leur fort pouvoir
thérapeutique. Par consequent, ces résultats justifient la large utilisation de cette plante en
médecine traditionnelle par la population locale. Effectivement, les tanins, les flavonoides, les
saponosides possédent plusieurs propriétés bénéfiques pour la santé notamment les propriétés

antioxydante, anti inflammatoires et anti-inflammatoires (Bouhaddouda et Labiod, 2016).
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11.2.Résultats du dosage des poly phénols totaux
Un dosage des polyphénols totaux été effectuer afin caractérises la totaux de I’extrait
aqueux préparé a partir de la plante étudiée.

» La teneur a été déterminée par la méthode du folin Ciocalteu (Ragaeeet al. 2006 ;
Wong et al. 2006 ; Anthony, 2010), ou I’acide galliques a été utilisé comme standard
d’¢étalonnage(765nm), elle est exprimé en ug équivalent d’acide galliques par mg
/d’extrait aqueux en utilisant la courbe d’étalonnage tracéde acide galliques .les
résultats sont représentes dans (le tableau04 et la figurel3).

Tableau4: La teneur en composés phénoliques d’extrait aqueux

Extrait qguantité des polyphénols totaux (mg EA .G/g)

Extrait aqueux 125,73

La valeur présentée dans le tableau si dessus illustre la richesse de I’extrait aqueux en
polyphénols.
Les résultats obtenus sont inferieure de ceux obtenus par Beuchikha et al ; 2003 qui ont
enregistré une teneur en polyphénols égale a 125,73 mg.EAG/g pour Origanum majorana
respectivement.
Par contre I’étude de H. Sellami et al ; 2009. Le taux obtenues des polyphénols était de 5.20
mg GAE/g. cette valeur est inferieures de celle obtenue dans la présente étude.
Cette variance peut étre en raison de plusieurs facteurs notamment la présence dans les
cellules végétales de déférent types d’enzymes, susceptibles de changer les composés
phénoliques (Ribéraux, 1982).en plus le contenus en polyphénols variée qualitativement et
quantitativement d’une plante a une autre. Ce ci probablement di au génotype et aux
conditions agro climatique (Ebrahimi et al, 2008).Ainsi la période de la récolte et le stade du

développement de la plante.
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Figure 10: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

11.3.Evaluation del’ effet cytotoxique

L'utilisation des plantes est principalement attribuable au fait que les testsde
toxicitésont relativement simples a réaliser, peu colteux, biologiquement sensible, et rapide.
Par conséquent les tests de toxicité sur un modele animal, prennent beaucoup de temps
(Firbas et Amon, 2013).

Par ailleurs, I'espece Allium cepaprésente de nombreux aventages :
» La croissance des racines est tres Sensible aux différents polluan
e L’Allium Cepa a un nombre stable de chromosomes (2n = 16) avec une diversité
morphologique des chromosomes
« Stabilité du caryotype, dont les phases s mitotiques sont trés claires
« Réaction claire et rapi de aux substances génotoxique Raretés des dommages

spontanés chromosomiques (Grant, 1982 ; Chauhan et al., 1999; Matsumoto, 2004

; Matsumoto et al., 2006 ;)

« les cellules méristematiques des racines possédent un systeme d'oxydation capable de
déterminer les dommages chromosomiques ainsi que les perturbations du cycle

cellulaire provoquées par les différents agents mutagénes.
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» 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 (Lemeet al .,

2009).

C’est pour cette raison, le modele d’évaluation des effets cytotoxiques de I’extrait
aqueux des feuilles d’Origanum majoranaSur les cellules méristematiquesd’A lliumcepaest
choisi dans notre étude.

L’essai d’inhibition del’élongation racinaireest couramment utilis€ comme parametre
quantitatif pour évaluer la toxicité chez les plantes supérieures (Wierzbicka, 1988).

Cet indicateur trés sensible a désigné que 1’élongation racinaire était réduite dans les bulbes
traités par I’extrait aqueuxd Origanum Majorana comparativement aux bulbes non traités (le

contréle négatif, notamment milieu ménirale).

-Le traitement des bulbes par le milieuménirale pendant 24h avec a montré une bonne
croissance des racines d’une couleur blanche, rigides et volumineuses. Tandis que le
traitement des racines d’Allium cepa avec I’extrait d’Origanum Majorana Provoqué un
changement de forme et couleur (jaunatres) des racines accompagné d’une perte de rigidité. Il
a été remarqué que les racines ont perdu leur forme initiale et leur structure normale, elles ont
été fragiles. Cependant une réduction significative des taux de croissance des racines a été

observée.
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Tableau 4:Résultats du test d’inhibition de la croissance des racines d’Allium cepa aprées

72h.

Concentration

Concentration

Concentration

(259/1) (509/ 1) (759/1)
Bulbes Ea NaN3 ™ Ea NaN3 | T™M Ea NaN3 | T™
0.5+0.21 0+0.28 5+0.35 1+0.35 0+0.18 | 5+0.3 | 1.84#0.2 | 0.5+0.3 | 5+0.35
1 5 1 5
0.8+0.39 | 0.4+0.21 | 4.5+0.35 | 0.5%0.71 | 0.25+0.1 | 4.5+0 | 1.5+0.3 | 0+0.18 | 4.5+0.3
2 8 .35 5 5
0.25+0.53 | 0.1+0.07 5+0 1.5#0.21 | 0.520.35 | 5+0 | 2#0.35 | 0.25#0. | 5+0
3 18
4 1+0.53 0+0.07 5+0 1.240.21 | 1.5%0.35 | 5+0 | 1.5+0.3 | 0.520.1 | 5+0
5 8
NS
moyenne NS faleka NS | *** 4.86+-
ol 0.13+- 4.86 1.05+- 0.19+- | 4.86+ | 1.7+ | 031+ | 0.25
0.64+-0.12 | 0.09 +-0.25 0.17 0.09 -0.25 0.5 0.06
3% 100% 22% 4% | 100% | 3506 | 69 | 100%
Pourcentage 13%
d’inibition
d’élongation
racinaire
(%)

NS :differences nm significatives (a<0,05) .

*** : differences trés houtement significatives(a<0,05) .

Les plantes supérieures sont connues comme d’excellents modeles génétiques pour

détecter les mutagenes environnementaux et son fréquemment utilise dans les études de

suivi.Parmi les éspéces végétales Allium cepa a été utilisé pour évaluer les dommages a
I’ADN. (Morais Leme and, Marin-Morales .A. 2009).

La croissance a ’extrémité de la racine a I’extrémité de la pousse dépendent du bon

fonctionnement des méristemes apicaux et de la transition des descendants de cellules

méristimatiques d’un état proliférant a 1’allongement et a la différenciation (Scheres and

Kri

zek.2017).
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Trois concentrations de I’éxtraitaqueux, du contrdlenégatif (milieu minéral) et du
controlepositif (azide de sodium) ont été appliqué .et ce pendant 3jours avec un changement
demilieuchaque24h .afin de déterminer leur effets sur I’eclongation des racines de 1’oignon .ces

concentrations sont respectivement (25,5 ,75) mg/100ml.

Il a été remarqué que I’effet de que I’extrait est identique a celui de 1’azide de sodium, ces
derniersprovoquent une réductionsignificative de la longueur des racines .Cependant le
milieu minéral n’avait aux effets, lacroissance était normal aucune perturbations n’a

étéobservée.

Les mémes constatations sont faites par (Aria ,2014) dans sont étude sur 1’effet de cadmium

sur la croissanceracinaire de 1’oignon.

Ceci est probutement du a laprésence dans la plante des molécules aux activités biologiques a
effet natatoire, entuautres, les heteroglycosiodes et tanis. Ces ingrédients peuvent étre présents
a certains niveaux de concentration toxique, il s’agit de la premiére étude réalisé sur les effets

cytotoxiques de I’extrait aqueux de la marjolaine pour test Allium cepa.
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Conclusion

Origanum majoranaest une plante utilisee depuis longtemps en médecine peut avoir
plusieurs avantages pour la sante.

L’extrait aqueux de cette plante a révélé la présence de Flavonoides, de Saponosides, de
Polyphénols, de Tannins catéchiques, de mucilage et des glycosides et I’absence de tannins

galliques, de coumarines et des alcaloides.

Le test Allium cepa est le test le plus utilisé pour détecter I’effet génotoxique et cytotoxique
d’un produit donné. Le traitement des bulbes avec 1’extrait étudié de la plante montre qu’il

exerce une réduction du taux de croissances des racines comparativement au témoin.

En perspective, ’évaluation de plusieurs parametres est nécessaire, notamment, 1’indice

mitotique et la mise en évidence des aberrations chromosomiques.
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Résumé

Origanum majorana est une plante médicinale aromatique annuelle de la famille des
Lamiaceae, il utilisée depuis longtemps en médecine peut avoir plusieurs avantages pour la
santé. .Le screening phytochimique de 1’extrait aqueux de cette plante a révélé la présence de
Flavonoides, de Saponosides, de Polyphénols, de Tannins catéchiques, de mucilage et des
glycosides et I’absence de tannins galliques, de coumarines et des alcaloides. Dans ce travail
a I’évaluation de I’effet cytotoxique de la plante a été déterminé au niveau des cellules
racinaire d’Allium cepa. Le milieu minéral utilis¢é comme témoin. . L’¢longation racinaire a
¢été déterminée par 'utilisation d’un test d'inhibition de la croissance des racines. Les résultats
obtenus ont montré que le traitement a 24h des bulbes avec I’extrait d’Origanum Majorana a
concentrations (0.25, 0.50,0.75) provoque une réduction importante de la croissance en
longueur des racines comparativement au témoin. En conclusion, On prenant en considération

I’effet cytotoxique Organum majorana et leur utilisation en tant que plante thérapeutique.

Mots-clés :Allium cepa, cytotoxicité, Extrait aqueux, génotoxicité,Origanum majorana.
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Abstract

Abstract

Origanum majorana is an annual aromatic medicinal plant in the Lamiaceaefamily, it has
long been used in medicine and may have several health benefits. .The phytochemical
screening of the aqueous extract of this plant revealed the presence of Flavonoids,
Saponosides, Polyphenols, Catechic Tannins, mucilage and glycosides and the absence of
gallic tannins, coumarins and alkaloids. In this work, the evaluation of the cytotoxic effect of
the plant was determined at the level of the root cells of Allium cepa. The mineral medium
used as control. . Root elongation was determined using a root growth inhibition test. The
results obtained showed that the 24-hour treatment of the bulbs with OriganumMajorana
extract at concentrations (0.25, 0.50, 0.75) causes a significant reduction in root length growth
compared to the control. In conclusion, taking into consideration the cytotoxic effect

Organummajorana and their use as a therapeutic plant.

Keywords: Allium cepa, cytotoxicity, Aqueous extract, genotoxicity, Origanum majorana.
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Annexe
Préparations des solutions suivantes
¢+ Solution d’Origanum Majorana
Extrait de I’Origanum MaJOrana ...........oiuiirirint ettt e v
Eau distillé ... 4V
+¢+ Solution HCI (1N) a 8%
HCL e 8.17 ml
Bau distillé .. ..ot 91, 83 ml

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

+* Solution d’Acide Acétique Glacial a 45%

Acide acétique glacial ... A5 M
Eau distill€. .. ... e 55 ml

«» Solution de Carnoy

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

++ Colorant de Feulgen

Fushine basiqUe. ........o.oiniiieii e e 0,25 ¢
Eau distill€. .. ..o 50 ml
5 (0] () TS 5ml
K2 S 20 . e 0,5¢g
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0,25 g de Fushine basique est solubilisée dans 50 ml d’eau distillée bouillante (100°),
apres10minutes ,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 utilise.

< Réactif de MAYER

Todure de potassium (KI)... ....oouiiiiiiiiieeeee e 20 €

Chlorure mercurique(HECI2)......viiiiit e 6,8 ¢g
Eau diStillée. .. ..ooonni i e 1000ml
+ Réactif de Stiasny
FOIMOL @ 090, ...ttt bbbttt et st et sbenbe b e b e eneene e 10 ml
HCL CONCENLIE .. oo e e e e e e 5ml
% Préparations de solutions meres
EXIraIt AQUBUX ...ttt e e e e e e e e e e e e 4g
Lleux diStille. ... . 400ml

% Préparations de milieu minéral

Tableau: compostionsde milieu minéral selon (Rank et Nielsn(1997).

Les produits Concentrations mg /L
- CaSO4 120
- MgSO4 120
- NaHCO3 192
- KCL 8
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< Matériels de laboratoires

Tableau : Les matériels utilisé dans laboratoires.

Bucher
cristallisoir
Eprouvette
Entonnoir

tubes a essai

Pipette graduée

(57]
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