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Résumé :

La marjolaine est une plante médicinale de la famille des lamiacées, qui a de nombreux
usages pour le traitement de diverses maladies. Cette étude se focalise sur 1’effet cytotoxique
et génotoxique de I’extrait méthanolique de cette plante et ce par le test Allium cepa, ou l'eau
artificielle et I'azide de sodium ont été utilis€ comme témoin. I'élongation des racines a été
étudiée par la détermination de ’EC50. Les résultats obtenus montrent que le traitement des
bulbes pendant 48 heures avec les différentes concentrations de l'extrait de la marjolaine a
entrainé une diminution de la croissance de la longueur des racines, d'autre part, il a affecté le
pourcentage des stades mitotiques par rapport au groupe témoin. les anomalies rencontrées
¢taient de type : bridge et multi bridge, C mitose, cellules bloquées en interphase, présence de
cellules binucléés et cellules a noyaux allongés ainsi que la fragmentation du nucléole. En
conclusion, il est nécessaire de prendre en compte 1'effet cytotoxique de cette plante lors de

son utilisation comme plante thérapeutique.

Mots-clés : Marjolaine, oignon, génotoxicité, cytotoxicité, aberration chromosomique et

index mitotique.
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Abstract :

Marjoram is a medicinal plant of the Lamiaceae family, with many beneficial uses in the
treatment of various diseases. This study focuses on the cytotoxic and genotoxic effect of the
methanolic extract of this plant using the Allium cepa test, where artificial water and sodium
azide were used as control. Root elongation was studied by EC50 determination. The results
obtained show that treatment of bulbs for 48 hours with the different concentrations of
marjoram extract resulted in a decrease in root length growth, on the other hand, it affected
the percentage of mitotic stages compared with the control group, the anomalies encountered
were: bridge and multibridge formation, C mitosis , cells blocked in interphase and the
presence of binucleated cells and cells with elongated nuclei, as well as nucleolus
fragmentation. In conclusion, it is necessary to take into account the cytotoxic effect of this

plant when using it as a therapeutic herb.

Key words: Marjoram, onion, genotoxicity, cytotoxicity, chromosomal aberration and mitotic

index.
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Introduction

Introduction

Pour des milliers d'années de l'histoire humaine, les plantes médicinales ont joué un rdle
essentiel en tant que source de médicaments. De nos jours, elles sont encore aujourd'hui la
fondation des pratiques systématiques de la médecine traditionnelle pendant plusieurs siecles
a travers le monde. Total (Pan et al., 2009).Selon (Guinib-Fakim.,2006),]'utilisation
thérapeutique des vertus exceptionnelles des plantes pour le traitement de toutes les maladies
humaines est trés ancienne et évolue au fil de l'histoire de I’humanité. Effectivement, on
compte pres de 500 000 espéces de plantes sur notre planete, dont 80 000 ont des vertus
médicinales (Benkhnigue., 2011).

En Afrique, ou de nombreuses populations continuent d'utiliser des médicaments a base de
plantes pour des soins de santé, on connaissait empiriquement le pouvoir thérapeutique des

plantes (Koffi et al., 2009).

Les différentes especes de la flore algérienne, qui appartiennent a plusieurs familles
botaniques, sont encore peu étudiées tant sur le plan phytochimique que pharmacologique
(Merzoug, 2009).La plante posséde des propriétés pharmacologiques exceptionnelles en
raison de sa richesse en principes actifs, ce qui pourrait expliquer ses nombreuses indications

thérapeutiques et son utilisation en traditionnelle (Konkon et al., 2006).

Les métabolites secondaires ont été largement étudiés récemment, notamment dans les
domaines de la phytothérapie et de l'hygiéne alimentaire. En raison de leurs différentes
caractéristiques biologiques : antioxydant, antimicrobiennes, hypoglycémiantes, anti-

inflammatoires... etc.(Leong et Shui., 2002).

De plus, ces métabolites peuvent présenter des avantages physiologiques dans la prévention
des cancers et de nombreuses maladies chroniques, comme les maladies cardiovasculaires.

(Middleton et al., 2000 ; Raja et Sreenivasulu., 2015).

La valorisation de ces plantes demeure un domaine de grande importance pour le pays.

(Amroune., 2018).

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

.
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genre Origanum. Au port autoportant .C est une photoautotrophe. Cette plante est répartie
autour des régions méditerranéennes notamment au Maroc, en Algérie, en Egypte, en Espagne

et au Portugal (Bouyahaa ,2020).

La marjolaine était déja bien connue des phytothérapeutes grecs, qui I’appréciaient pour ses
vertus toniques, apéritives et fortifiantes, autant que pour aider a soulager les douleurs
rhumatismales. Pline recommandait la marjolaine pour faciliter la digestion. Les Egyptiens,

eux, s’en servaient pour embaumer leurs morts(FATHY et al., 2009).

Parmi les moyens reconnus d’explorer I’exposition aux compos€s 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 utilis€ comme modele
expérimental. En prenant en considération I’effet inhibiteur de 1’extrait sur 1’¢longation
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 manuscrit est structuré de deux parties ; la premiere est une étude bibliographique
Contenant des généralités sur Origanum Majorana et sur les plantes médicinales et un
chapitre sur la génotoxicite. Le deuxieéme partie traite le matériel et les méthodes utilises.

Dans cette étude le dernier chapitre consacré par les résultats et leur discussion.

g
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Chapitre 01 : Généralités sur les plantes médicinales

1. Plantes médicinales
Les plantes médicinales jouent un role essentiel dans le traitement de nombreuses maladies
humaines a travers le monde depuis l'antiquité. La demande de remedes naturels pour
remplacer les médicaments thérapeutiques synthétiques et réduire au minimum est donc
croissante. Leur toxicité et leurs effets secondaires n'ont cessé de croitre (Vuorelaa et al).Au
cours des 20 dernieres années, plus de 25 % des médicaments ont été isolés directement des

plantes, tandis que les 75 % restants sont obtenus a partir de leurs produits chimiques dérivés.

1.1. Principes actifs des plantes médicinales
Les composants naturels d'une plante médicinale, appelés principes actifs, sont utilisés a la
fois en médecine traditionnelle et en phytothérapie. Ainsi, I'action des plantes médicinales est
due a un ou plusieurs principes actifs que I'on peut identifier. Etudier chimiquement et qu'il
est essentiel de saisir afin de saisir leur impact sur 'organisme. Les métabolites primaires et
secondaires sont présents dans les plantes. Les métabolites secondaires jouent un role indirect
dans la vie des plantes en contribuant a leur adaptation a leur environnement et a leur
résistance aux chocs (lumiere UV, insectes nocifs, variations de température...).
Les métabolites primaires jouent un role essentiel dans le développement et la croissance de la
plante, ce qui lui confére son activité thérapeutique. Il y a des composés phénoliques, des
terpenes, des stéroides et des composés. Les alcaloides sont des composés azotés. (SEBAI M,
BOUDALI M. 2012).

1.1.1. Eléments actifs des plantes
e Alcaloides
Les composés chimiques contenant des substances organiques azotées basiques, souvent
extrémement toxiques, sont appelés renferment. (Verdegrer, 1978).

e Tanins
Ces extraits poly phénoliques provenant des plantes sont employés pour hydrater les peaux et
sont réputés pour leurs propriétés antiseptiques, antibiotiques, astringentes et anti
diarrhéiques.(Schauenberget Paris, 1977).

e Principes Amers
Il s'agit de substances naturelles végétales qui peuvent libérer de 1'azote, avec une grande
variété de saveurs et une action stimulante sur la production de suc gastrique, ce qui favorise
la production de suc gastrique. La digestion est réputée pour ses propriétés de traitement des

maladies hépatiques, rénale et 'anémie(Khetouta, 1987).
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e  Glucosides
Ils sont constitués de deux composants : un composant glucidique (Glycone) et un composant
non glucidique (aglycone). Les glucosides cardioides, phénoliques et sudorifiques peuvent
agir de maniére sélective dans le corps humain, sur un ou plusieurs organes, afin de stocker
les réserves nutritives en fonction de leur composition : les acides gras sulfurés,(Khetouta,
1987).

e Huiles essentielles
Selon la norme AFNOR NE 75-006, 1'huile essentielle est définie. Dans le cas d'un produit
fabriqué a partir d'une matiere premicre végétale, que ce soit par l'utilisation d'une vapeur
d'eau ou d'une hydro-distillation, 1'huile essentielle est séparée de la phase aqueuse grace a des
gestes physiques (AFN, 1986).

e Mucilage
Il s'agit toujours d'hétérosides. Il s'agit de molécules massives associées a des gommes qui
sont de grandes concrétions de sucres. Ils se déposeront naturellement sur les tissus et agiront
comme un protecteur.

e Vitamines
Les acides aminés indispensables, en petites quantités, pour la survie. Les vitamines sont des
¢léments qui ont une action limitée. Les vitamines peuvent étre hydrosolubles ou
liposolubles.La plupart des vitamines sont fournies par les plantes. Certains végétaux en sont
riches (par exemple : le citron contient de la vitamine C ; le cresson contient des vitamines
B1,B2,C, E).

e Saponines

L'appellation saponine provient du mot savon, qui désigne des terpénes glucidiques qui
peuvent également étre présents sous forme d'aglycone. Ils ont un golit amer et
acre.(Hospikins, 2003).
e Antiseptique végétaux

Ces sont des composés antibiotiques générés par des plantes(Grunwald et Janicke., 2006)
1.2. Modes de préparation des plantes pour la phytothérapie
1.2.1. Modes de préparation des PM

La méthode de préparation d'un produit phytothérapeutique peut influencer la
concentration du principe actif présent. Le moment et la saison de la récolte de la plante, ainsi
que le type de sol dans lequel elle pousse, peuvent également impacter son efficacité.

Habituellement, la préparation commence par le broyage des parties de la plante aux

-
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propriétés médicinales, créant ainsi un macérat. Selon la plante et le processus utilisé, ce
macérat peut étre séché avant d'étre broyé. Ensuite, le macérat est trempé dans un liquide pour
extraire les principes actifs, ce liquide étant appelé solvant. Il existe plusieurs méthodes pour
cette extraction, telles que les infusions, les décoctions, les teintures, les extraits et les
cataplasmes (Taylor L. 2005).
1.2.2. Voies d'administration des PM
Les modes de préparation offrent plusieurs voies d'utilisation :

e Voie orale : la plus couramment utilisée.

o Lotion : application sur la peau ou les organes affectés.

o Inhalation : des vapeurs chaudes issues du liquide de préparation.

e Bain ou lavement (Taylor L. 2005).

1.3. Utilisations des plantes médicinales

Les plantes n'ont été utilisées dans la nature que sous forme de tisanes ou de poudres pendant
longtemps. De nombreuses plantes médicinales sont désormais commercialisées sous forme
de capsules, mais elles sont utilisées sous de multiples formes. Il est nécessaire de respecter
des régles de bonnes pratiques pharmaceutiques pour ces préparations, telles que le nombre de
plantes, les associations possibles, les saveurs, et méme le goit du client.Il est important de
souligner que de nombreuses plantes ne sont employées que dans le domaine de
I'homéopathie. Il en est de méme pour la souche d'arum a trois feuilles de la famille des
Araceae ou pour la souche d'arum a trois feuilles du radis indien. Il est employé sous forme
diluée pour soigner les maladies respiratoires et les tensions vocales (Beauquesne, 1986).
1.4. Toxicité de la plante médicinale

1.4.1. Toxique

L'une des substances hétérogenes a 1'organisme est une toxine (du grec toxikon = poison). Il
perturbe une corrélation dose-dépendante, Image médicale Les "syndromes toxiques"
engendrés par les poisons sont des symptomes d'origine toxique, qui témoignent d'effets
toxiques cinétiques (Génestal., 2009).

1.4.2. Plantes toxiques

Les substances toxiques pour les plantes Quand une plante est composée d'une ou de plusieurs
substances, elle est toxique. Il est néfaste pour les étres humains ou les animaux et son

utilisation engendre des soucis. Plus ou moins sévere et méme condamnative(Fournier,

2001).
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Cette définition doit tenir compte des remarques suivantes :

La plantation et la cueillette des plantes ont un impact sur la concentration du principe
actif et donc sa toxicité.
Une plante vénéneuse peut avoir l'ingrédient actif réparti dans toute la plante ou en

priorité dans une ou plusieurs de ses parties : les racines, les baies ou les feuilles.

La notion de dose joue un rdle crucial ; certaines plantes utilisées dans le but de traiter

peuvent représenter une menace pour la santé¢ humaine a des doses ¢élevées. 11 s'agit de plantes

médicinales telles que la sauge, 1'armoise blanche, I'absinthe blanche et 1'absinthe Artemisia,

toutes trois étant extrémement toxiques (Royaume, 2016).

1.4.3. Causes de phytotoxicité

La toxicité des plantes médicinales peut étre expliquée par :

Toxicité inhérente aux ingrédients : Les plantes médicinales se composent de

combinaisons. Un mélange de différentes molécules. IlIs sont composés de molécules
connues pour leurs activités biologiques, telles que les hétéros glycosides, les
alcaloides, les anthocyanes, les tanins et les stéroides. A l'instar de toutes les
molécules biologiquement actives, ces composants peuvent étre présents a des niveaux
de toxicité spécifiques.

Intrinseque :La composition des produits végétaux présente une grande diversité. En
outre, la composition de ces ingrédients différera naturellement d'une formulation a
l'autre.

L’identification imprécise des composants :Lorsqu'un de ses composants,
susceptible d'avoir des effets toxiques graves, n'est pas identifié ou mal identifié, une
préparation a base de plantes peut devenir toxique.

Altéré :La toxicité peut aussi étre associée a la présence de composés modifiés. Les
produits chimiques a base de plantes, que ce soit des plantes ou des produits

chimiques médicinaux, sont des préparations chimiques(Zekkour, 2008).

Contamination :Les plantes médicinales peuvent étre contaminées par des substances
toxiques, comme les pesticides et les métaux lourds, ainsi que par des pollens, des
champignons microscopiques et des moisissures qui peuvent provoquer des réactions

allergiques et/ou toxiques(Zekkour, 2008).
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2.Etude botanique

Origanum provient de « Oros » qui signifie « montagne » et « ganos » qui signifie « briller »,
ce qui pourrait étre traduit par « ornement des montagnes ». Le mot « Origan » a été introduit
en frangais au 13éme siecle, avec des origines européennes (Origanumsp.) et mexicaines
(Lippiasp.). Origan porte le nom de, Il est fréquemment employé a travers le monde pour

désigner un parfum et une saveur épicés (Balahbib et al ; 2021).

La marjolaine douce, également appelée Origanum Majorana (en médecine traditionnelle
Sahtar ou Zaatar), est une plante médicinale de la famille des Lamiacées, un genre herbacé
vivace du genre Organum. Le port autonome. Il s'agit d’une, photoautotrophe.
Selon(Bouyahaa ,2020),cette plante est répandue dans les régions méditerranéennes, y

compris au Maroc, en Algérie, en Egypte, en Espagne et au Portugal.

2.1. Description botanique

Les feuilles d'Origanum Majoranas ont ovales, petites, tendres et velues, et elles sont assez
ramifiées. Ses petites fleurs, blanches ou rosées, sont regroupées en corymbes, son parfum est
si fort qu'il suffit de manipuler la main. Sur une touffe afin de diffuser une odeur agréable a
travers la région (Bia S, 2019). Dans la nature, les fleurs de cette plante sont hermaphrodites,
avec les deux sexes sur la méme plante. Les graines sont de petite taille, ovales, sombres et
brunes et elles sont mires d'aolit a septembre. Les racines 1’origanum majorana sont
pivotantes. Elles mesurent de 0,2 mm a 0,6 mm de diametre. La plante présente des racines
sub-cylindriques plissées longitudinalement avec des fissures transversales. Elle dégage une
fragrance aromatique et un gott instable. Les fractures se produisent. Les cheveux sont longs,

irréguliers et fibreux (Muqaddas., 2016).
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Figure 01 : Partie aériennes d 'Origanum majorana L. (Prerna et vasudeva, 2015).

2.1.2. Taxonomie

Origanum est un genre de plantes de la famille des Lamiaceae et de la sous-famille des
Nepetoideae.Le Dr JHLetswaart a complétement modifié le point de vue taxonomique en

1980 (Balahbib et al ; 2021).

Tableau 01 : classifications taxonomiques d ’Origanum majorana

Régne Plantes
Sous- regne : Chlorobiontes
Infra-regne : Streptophytes

Super division : Embryophyte
Division : Trachéophytes
Sous-division Spermatophytines
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Astéridées

a
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Ordre Lamiales

Famille : Lamiacées
Sous-famille : Népétoidées

Tribu : Mentheae
Genre : Origanum L.
Espéce : majorana

2.1. 3.Aire géographique du genre Origanum
e Dans le monde

D'apres letswaart, les membres du genre organum sont principalement répartis dans la région
méditerranéenne, avec plus de 81 % se trouvant exclusivement dans la région est
méditerranéenne. Bien que la distribution soit la plus importante, il est possible de trouver des

cultures en cube ou a la réunion (Bia, 2019).

Figure 2 : Aire de distribution du genre Origanum (ZENSANI L, 2014).

E
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e En Algérie
La richesse des plantes médicinales en Algérie est reconnue en raison de sa superficie et de sa
diversité bioclimatique. La famille des Lamiacées, connue sous le nom d'Organum, regroupe
différentes espéces botaniques réparties sur tout le littoral, y compris dans les régions internes
et les zones arides. En Algérie, on trouve de nombreuses especes qui ne sont pas facilement
identifiables en raison de leur diversit¢ et de leur tendance a s'hybrider facilement. Trois

especes spontanées sont représentées de maniere phylogénétique

Endémique algéro-tunisienne, l'organummajorant et l'origanumvulgaresspglandulosumDesf

sont présents. Origine de I'Origanum floribundum en Algérie (Bia, 2019).
2.4. Principes actifs d’Origanum majorana

Une quantité importante d'antioxydants est présente dans l'organisme, ce qui permet de
préserver le corps des effets néfastes de certains radicaux libres. Effectivement, elle serait
composée de composés phénoliques (acides phénoliques), tels que l'acide rosmarinique, les
flavonoides, I'épigénie, la lutéoléine et 1'acide carnosique (CHIKHOUNE., 2007).

La marjolaine renfermerait aussi plusieurs vitamines, dont la vitamine K, vitale pour la
synthése des protéines, la coagulation sanguine et la formation des os ; le fer, essentiel pour le
transport de l'oxygeéne dans le sang et la formation des globules rouges ; le calcium, qui
favorise la formation et la solidité des os, le maintien de la pression sanguine et la contraction
des muscles. De plus, la marjolaine constituerait une importante source de manganése, qui
jouerait un rdle dans divers processus métaboliques et protégerait contre les radicaux libres.
Enfin, il serait possible que la marjolaine contienne de la vitamine E, ce qui permettrait de
préserver la membrane entourant les cellules (SCHAAL., 2010).

L'huile essentielle de la marjolaine est également constituée de camphre, d'esters, de bornéol,
de sabineéne et de terpene. Elle pourrait contribuer a la lutte contre certaines bactéries, a
calmer le systéme nerveux, a élargir les artéres, a améliorer leur tonicité et a surmonter

certaines formes de spasmes (SCHAAL., 2010).
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Tableau 02 : Eléments nutritionnels présents dans O. Majorana (Tripathy et al, 2017).

Les denrées alimentaires et les

Les valeurs nutritionnelles pour

microéléments majorana
Energie 271cal
Glucides 60,56g
maticres grasses totales 7,04g
Cholestérol Omg
Fibres alimentaires 40,3g
vitamines
Acide pantothénique 0,209mg
vitamine A 8058UlI
vitamine K 621.7ug
vitamine C 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-f3 4806 pg
cryptoxanthine-f3 1895 pg.

2.5. Propriétés thérapeutiques d’Organum majorana

La marjolaine serait connue pour ses propriétés apaisantes, en particulier lorsqu'on est
confronté a une excitation psychique et a une excitation nerveuse. Elle contribuerait a
diminuer les conséquences du stress. En ce qui concerne le systeme digestif, la plante jouerait

un role dans la stimulation de l'appétit et la régulation de certains problémes digestifs. De

plus, la marjolaine pourrait avoir des effets anaphrodisiaques (AGRIMER. 2012).

&
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Ses propriétés médicinales

Relaxe les maux musculaires, articulaires, les crampes, les courbatures et les épisodes
menstruels Douloureuses.

Un remede pour le systéme nerveux.

Nerfs, dépression, anxiété, troubles du sommeil et migraines.

Des problémes digestifs, des spasmes intestinaux, des flatulences, des ballonnements,
des diarrhées, des nausées et une stimulation de 1'appétit.

Régule la tension artérielle.

Effectue un nettoyage des voies respiratoires (En inhalant).

Un antiseptique efficace contre les aphtes, maux dentaires, la gingivite et autres
Infections touchant la bouche.

Apaise les inflammations et les douleurs musculaires.

Soigne les blessures de surface.

Des problémes de respiration
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3.Génotoxicité

3.1. Définition

La génotoxicité est la matiere nucléaire, qu’elle provoque ou non de la mutation

(Umbuzeirob et al., 2016)

Les génotoxiques sont des molécules qui présentent un effet toxique sur le génome, en
particulier une capacité¢ d’altérer le matériel génétique. Ces altérations peuvent étre soit
directes en induisant une modification de ’ADN (mutations géniques) ou des chromosomes
(mutations chromosomiques), soit indirectes comme la modification de la structure des
nucléotides avant incorporation dans I’ADN ou I’inhibition des enzymes de synthése ou de

réparation (ADN polymérase, ligases, topoisomérases, etc.) (Mutations génomiques).
3.2. Tests de génotoxicité

Un certain nombre des méthodes sont actuellement utilisées ou en cours d’évaluation. 1l
est utile de rappeler que pour qu’un test soit valable, il doit satisfaire aux conditions

suivantes:e Etre commode a réaliser et ne comporter aucun risque pour le sujet

e Fournir des résultats précis et reproductibles avec un minimum d’erreurs analytiques

possibles

¢ Enfin, et surtout, I’information obtenue doit étre quantativement significative en termes de

risques pour la santé¢ d’un individu ou d’un groupe d’individus.(Boudalia et al., 2015)
3.2.1. Test d’Ames
Historique et principe du test

Le test de mutation inverse bactérienne a été développé au début des années 70 par
Bruce Ames et son équipe, 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 (Flamand et al., 2001).Les souches utilisées sont
porteuses d'une mutation dans un des génes gouvernant la synthése de l'acide aminé
histidine (histidine-dépendante). 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




Chapitre 03 : Génotoxicite

exposant les bactéries His- a des agents mutagenes (Zeiger, 2013).Plusieurs souches
bactériennes de nature génétique différente peuvent étre utilisées, notamment les souches
TA97a, TA98, TA100, TA102, TA1535 et TA1537. (Fardel et al., 2009)Dans le test
d'Ames, le métabolisme de 1’organisme peut se mimer en mélangeant un homogénat de
foie de rat (appelé fraction S9) avec les bactéries et les cofacteurs nécessaires. Un
traitement préalable des rats par un inducteur (généralement I'Aroclor 1254 ou
phénobarbital + B-naphthoflavone) assure la présence de tous les systémes enzymatiques

(Fardel et al., 2009 ; Pillco et Eduardo, 2014).

Figure 03 : représente la relation dose-réponse d’une substance génotoxique par le test

d’ames (Pillco et Eduardo, 2014).
Les avantages et les inconvénients de test d’ Ames
Avantage

e [l est moins cher par rapport a d’autres tests

e Il est moins susceptibles d’identifier faussement un non cancérigéne comme un
cancérogene (Zeiger, 2013)

e Permet d’obtenir des résultats dans un délai treés court

e Permet de déterminer les métabolites génotoxiques (Pillco et Eduardo, 2014).

e Il est applicable a I’étude du pouvoir mutagéne de produits chimiques ou de mélanges,
mais aussi de fluides biologiques telles que les urines chez les sujets exposés (Fardel

et al., 2009).

31
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Inconvénients

e un test bactérien, pouvant rendre en théorie critiquable 1’extrapolation & des cellules
humaines
e Son utilisation pour la biosurveillance des sujets exposés ne témoigne cependant pas

d’une génotoxicité (pas d’effet précoce génotoxique)(Fardel et al., 2009).
3.2.2. Test des cométes

Le test des cometes, 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 ’ADN. Aprés neutralisation, les cellules étaient colorées a l'acridine
orange et les dommages de ’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 ¢lectrophorése dans des conditions
neutres et sont marquées a I’aide d’un colorant fluorescent : le bromure d’éthidium. Lors de
I¢lectrophorese, 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 améliorer 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 et I’expression des cassures
simple brin et des “lésions alcali-labiles” en plus des cassures double brin. Dans le domaine
environnemental, le test des cometes a été appliqué avec succes a différents types
d’organismes : plantes, vers, mollusques, poissons, amphibiens et mammiféres. Nous ne
détaillerons que les publications relatives a ’application de ce test aux plantes qui nous
intéressent plus particuliérement, ayant déja résumé 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 [’application de différentes

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

)
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Figure 04: Observations des noyaux par les testes des cometes. (Lumiére, 2014)

3.3. Tests cytogénétiques

Il s’agit de tests basés sur I’étude des dommages chromosomiques et/ou chromatidiennes
entrainées par I’exposition aux génotoxiques (Muranli et al.,, 2015).Parmi les tests
cytogénétiques les plus répandus dans les domaines pharmaceutiques sont les tests

d’aberration chromosomique et micronoyau
3.3.1. Test des aberrations chromosomiques (AC)

Les aberrations chromosomiques (AC) sont caractérisées par des changements dans le nombre
total de chromosomes ainsi quelles anomalies structurelles stables (il n’y a pas de perte/gain
de matériel génétique) ou instables (fragments acentriques, dicentriques et cycliques) générées
dans un ou plusieurs chromosomes. L’essai pour but d’évaluer la fréquence des AC stables et

instables (Udroiu et Sgura, 2017); qui jouent un rdle dans 1'étiologie des cancers et de
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diverses maladies génétiques humaines. Les effets des agents peuvent étre étudiés chez un
animal entier « in vivo » (Amer et al., 2002) ou dans des cellules lymphocytes ou cellules de
la lignée germinale en culture « in vitro » (Bonassi et al., 2008). La cellule ou I'animal est
traité(e) avec la substance a tester puis incuber avec un inhibiteur de métaphase (généralement
la colchicine) (Turkez et al., 2014). La présence d'aberration est analysée a l'aide d'un
microscope en suivant la procédure de coloration appropriée. Cette analyse n’est pas simple a
réaliser car elle nécessite une connaissance précise des phases de division cellulaire et de leurs

éventuelles anomalies (Leme et Marin-Morales, 2009).

3.3.2. Test de micronoyaux (MN)

Les micronoyaux sont constitués de chromosomes entiers perdus au cours de la mitose
précédente (phénoméne aneugene) ou de fragments chromosomiques acentriques exclus du

noyau de la cellule fille pendant la division cellulaire (phénomene clastogeéne)

Agent Micronoyau

otoxique Effet
Aneugéne

Mi-c;nnuvau

Effet
Clastogéne

&)

Figure 05 : Schéma de formation des micronoyaux (Berthelot-Ricou et al., 2013).

L'évaluation des variations des fréquences des MN est réalisée au moyen d'un dosage
cytogénétique validé, qui mesure les effets génotoxiques d'agents chimiques et physiques, a la
fois in « vivo » et in « vitro ». De plus, la coloration aux anticorps anti-kinétochores CREST
permet la distinction des MN entre ceux contenant des fragments chromosomiques et ceux

avec un chromosome

=
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Ce test présente 1’avantage de mettre en évidence a la fois les lésions aneugenes
(anomalies du nombre de chromosomes) et les 1€sions clastogeénes (Tarantinientier (Udroiu
et al., 2006)., 2009). C’est une technique simple qui utilise directement des cellules cibles de
certains génotoxiques (Pilliere et Falcy, 1991). Toutefois, ce test donne moins d'informations

sur la nature des aberrations s'il n'est pas associé a d'autres tests (Parry et Sors, 1993).
3.3.3. Test Allium cepa
Le test Allium

cepa connu depuis 1’année 1930 et plus tard, 1985 normalisé¢ par Fiskesjo (Rank et Nielsen,
1997).Ce test est utilisé pour 1’étude des effets des substances toxiques sur les chromosomes
et la division cellulaire des cellules méristematiques des racines de 1’oignon (Gracieli et al.,
2010). Les racines d’Allium cepa ont surtout ¢été utilisées pour déterminer le nombre
d’aberrations chromosomiques. Cette espece s’est avérée trés sensible pour détecter le
potentiel génotoxique de produits chimiques, métaux, produits phytosanitaires ou autres
substances organiques. Les bulbes de ce dernier sont faciles a stocker et a manipuler, mais
aussi des parametres macroscopiques et microscopiques peuvent étre observés facilement. De
plus ce systéme est bien corrélé avec les données obtenues a partir des systémes eucaryotes et
procaryotes, et méme des dommages chromosomiques spontanés se produisent rarement

(Liman et al., 2010).

D’autres critéres ont aussi ét¢ étudiés dans les racines d’Allium cepa : les échanges de
chromatides sceurs (Panda et al., 1996)et trés récemment, le test des comeétes (Navarrete et
al., 1997).Enfin, le test des micronoyaux évalué sur les racines d’Allium est de plus en plus

utilisé dans les études de génotoxicité (test Allium-MN) (Rank et al., 2002).

Les auteurs décrivent Allium cepa comme un moyen efficace utilisé¢ pour le dépistage et le
suivi des polluants environnementaux (Breu, 1996 ; Feretti et al, 2007)car les chromosomes
des plantes sont faciles a analyser en termes de taille, la morphologie et le nombre, et
répondent aux traitements avec des toxines d'une maniere similaire aux mammiferes et
d'autres eucaryotes (Dilek et al, 2013). En outre ce systéme présente d’autres avantages, il
s’agit d’une méthode rapide et peu couteuse, facile & manipuler et fournie des résultats fiables

(Grant, 1982).

.
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3.4. Cycle cellulaire :

Une fois un cycle cellulaire terminé, les cellules vivantes se reproduisent elles-mémes. Le
processus essentiel de division cellulaire consiste a donner naissance a deux cellules filles
identiques a la cellule meére. Le cycle cellulaire se compose principalement de
Au cours de l'interphase, les chromosomes sont répliqués, et lors de la mitose, les
chromosomes se répartissent entre les deux cellules filles.(Meijer,

2003;PotapovaetGorbsky, 2017).

£ 777
SV N N
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Figure 06: différentes phases du cycle cellulaire (Diallo et Prigent, 2011).

3.4.1. Phase du cycle cellulaire

I1 existe quatre phases dans le cycle cellulaire des eucaryotes. De ces deux phases, la phase 1.
Au cours des phases S et M, deux événements essentiels se produisent dans les cellules.
La réplication du cycle. Le partage des chromosomes entre I'ADN (phase S, pour la synthése)
et 2 cellules filles (phase M, pour la mitose) est strictement égal. Pendant les deux autres
phases du cycle G1 et G2, les cellules se développent, intégrent des signaux mitogenes ou
anti-mitogenes et sont prétes a effectuer correctement la phase S. En phase G2, les cellules se

préparent pour la phase M (Otto et Sicinski, 2017).

E
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3.4.1.1. Interphase :

Les trois phases de la mésosphere sont G1, S et G2. La phase G1 débute lorsque les cellules
commencent a produire de 'ADN (Diffley, 2004 ; Johnson et Skotheim, 2013).
e Phase G1

La phase initiale de croissance (croissance) implique que les cellules atteignent leurs
dimensions définitives. Pendant cette étape, ils engageront également leur travail et
réaliseront différentes taches. Ils sont congus pour étre efficaces (Klug, 2006).

La durée de la période est d'environ 90% (Nabors,2009)
e PhaseS

La synthése de I'ADN correspond a 1'étape ou une copie précise du matériel génétique est

produite dans les cellules. Pour les raisons suivantes, la réplication est initiée sur de multiples

sources afin de recruter des ADN polymérases (Hanaoka et Sugazawa, 2016 ; Li et al. 2007).
e Phase G2

Deuxieéme étape de croissance. Il s'agit de la phase précédant I'entrée en mitose. Selon(Klug

2006),la cellule augmente son volume afin de se préparer a une nouvelle division.

3.4.1.2. Mitose

La mitose consiste a produire deux cellules filles identiques de la méme cellule parentale. La
durée de cette phase n'est que de 10% du cycle cellulaire. Il est composé de deux étapes : la
fusion du noyau et la fusion du cytoplasme. Entraine la répartition de nouveaux noyaux.
a l'intérieur des deux cellules de filles (Nabors, 2009).

e Prophase
Cette étape dure entre 15 et 60 minutes (Petit et Julien, 2007). Début tres tot En raison de
l'individualisation des chromosomes, suivie d'une expansion et d’un raccourcissement, chaque
chromosome est constitué de deux sceurs achromatisées, connues sous le nom de Centromére.
Deux centres de gravité
Les asters, qui sont accompagnés de microtubules, migrent vers les deux poles opposés de la

cellule (Kalitsis et al. 2017).

-




Chapitre 03 : Génotoxicite

Bfrmb'rmc _ = g ) Les centrosomes s¢
Plasmique — \|4~ . séparent formeront
e — les pdles du fusean
Nucléole en voie ) = \\\\_
de dispanition —~ v \} s . Enveloppe
"X \". nucléare
Centroméres A ] 'l
i\ )
avec kKinetochors [ ~.E L . hhn?mbu':ﬁ
attaches J"-I,FI. TQ-_:F\___-'—" polares
/
Cytoplasme - 4 'I ™
/|

Figure 07 : Représentation schématique d’une cellule en prophase (Dolisi, 2009).

e Prométaphase

Les microtubules se regroupent en pro métaphase pour former des fuseaux bipolaires SES,
dont les deux poles s'organisent autour de chaque centrosome, puis se repentent en phase S.
Transition entre les microtubules du fuseau et les chromosomes des structures protéiques.
Ils sont connus sous le nom de centromeéres et se fixent au centre (Prosser et al. Pelletier,
2017).

e Métaphase

Ce n'est que quelques instants. Elle se distingue par la concentration des centromeres dans
La plaque équatoriale. L'attachement des centromeres aux microtubules polaires de la cellule.
Durant cette étape, tous les éléments peuvent étre observés. Vue polaire des chromosomes

distincts (Klug, 2006).

E
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Figure 08 : Représentation schématique d’une cellule en métaphase (Dolisi, 2009).

e Anaphase

Cette étape est tres breve (2 a 3 minutes). Chaque centre de gravité est séparé en deux.

Ensuite, les chromatides de la fibre sont transportés vers les poles cellulaires.

Cette division a permis la découverte de deux ensembles de chromosomes monochromatiques

identiques. Obtenus (Nabors, 2009).

Les microtubules
kinétochoriens se
raccourcissent

Les chromosomes sont tirés vers
les pdles en méme temps que le
fuseau et la cellule s'allongent

Vésicules de
1" enveloppe nuciéaire
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A

Eloignement des poles
par allongement du
fuseau ot de la cellule

Figure 09 (A) : Représentation schématique d’une cellule au début d’anaphase (Dolisi, 2009).
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Figure 10 (B) : Représentation schématique d’une cellule en fin d’anaphase (Dolisi, 2009).

e Télophase

Selon (Elord et Stansfield 2003), sa durée varie de 15 a 60 minutes. Les chromosomes se
sont ¢levés.

Poteau a broche. Formation d'une structure micro tubulaire au centre des deux lots
chromosomes.

Selon(Meijer 2003), la contraction est le lieu de la cytokinése. En revanche, La prophase

ainsi que le Les étapes de la réorganisation de la membrane nucléaire sont appelées télophase.

Décadence des chromosomes et disparition des fuseaux incolores (Petit et Julien, 2007).
L'événement le plus significatif est la division du cytoplasme en deux parties, créant ainsi

deux cellules filles génétiquement identiques (Delattre, 2006 ; Suryadinata et al., 2010).
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Figure 11 : Représentation schématique d’une cellule en télophase (Dolisi, 2009).

E




Deuxieme Partie

Etude expérimental




Mateériel et méthodes
d’analyses
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1.Matériel et méthodes d’analyse

1.1. Matériel biologique

L’extrait ¢tudié dans la présente fut (a) été €tre préparé I’année passée ; cette étude vise

donc a tester son efficacité.

Les bulbes de 1'oignon (Allium cepa) : ont également été achetés sur le marché local de
Guelma. Leur diametre varie entre 5 et 8 cm. Avant le début de I'expérience, la couche
externe des bulbes ainsi que les anciennes racines ont ét¢ éliminées. Pendant toutes les

expériences menées, les bulbes ont €té incubés a 'obscurité et a température ambiante.

1.2. Méthodes d’analyse
1.2.1.Teste Allium cepa :

1.2.1.1. Conditions expérimentales

Le test d'Allium cepa a été réalisé selon la procédure décrite par (Fiskesjo G., 1985) et (Rank
J., 2003). Des bulbes d’oignon (A. copal., 2n = 16) sont obtenus du marché local a Guelma.
Le diamétre des bulbes varie entre [5 et 8 cm]. La couche externe des bulbes est ¢liminée
ainsi que les anciennes racines avant de commencer les expériences. Durant toutes les

expériences réalisées, les bulbes sont incubés a 1’obscurité a une température ambiante.

1.2.1.2. Test d’inhibition de I’élongation racinaire et détermination de la CES0

Pour ce test de toxicité, 45 bulbes sont utilisés par la plante et pour toutesles concentrations, y
compris le controle négatif (eau synthétique), 5 bulbes sont utilisés pour chaque
concentration. Ils sont placés dans des pots remplis par chaque solution a tester de tel sort que
la base de la racine principale se trouve plongée dans la solution. L’incubation se fait a
I’obscurité pendant 2 jours dans de 1’eau synthétique puis dans I’extrait avec changement des
solutions chaque 24h. Aprés4 jours de traitement, la longueur des racines est mesurée. La
moyenne de la longueur des racines traitées et contrdles sont représentées en fonction du
pourcentage d’inhibition de I’¢longation racinaire et les différentes concentrations de 1’extrait
testé. La Concentration Efficace (CE) produisant 507.d’inhibition de la croissance des racines
relativement au contrdle est calculée et exprimée comme étant CES0. A la fin de chaque
expérience, les bulbes sont ré-incubés dans de ’eau synthétique pour vérifier la capacité de

récupération de la croissance racinaire.

.
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1.2.1.3. Test de génotoxicité

Ce test est réalisé avec trois concentrations de chaque extrait, choisies selon la valeur de la
CES50. L'eau synthétique est utilisée comme controle négatif. Cing oignons sont exposés a
chaque concentration dans les mémes conditions de laboratoire décrites ci-dessus. Pendant les
24 premieres heures, les oignons sont cultivés dans I'eau synthétique, puis ils sont exposés aux
extraits pendant 48 h, ce qui est proche de deux cycles cellulaires. Les solutions d'essai sont
changées chaque 24 h et a la fin de l'exposition, les oignons sont préparés pour la
microscopie. Les extrémités des racines de chaque groupe de test ont ét¢ immédiatement
placées dans un fixateur de Carnoy pendant 24 h a 4 ° C, puis conservées dans de I'é¢thanol a
70% a 4°C jusqu'a utilisation. Pour l'observation microscopique, cinq lames sont préparées
pour chaque groupe de test. Les pointes des racines ont été hydrolysées pendant 8 min dans de
I’HCI1 1IN a 60 ° C puis colorées par la réaction de Feulgen ; les 2 mm apicaux sont écrasés
dans une goutte d'acide acétique a 45% et les lamelles sont soigneusement abaissées pour
exclure les bulles d'air. Les lamelles sont scellées sur les lames avec du vernis a ongles

transparent. (Fiskesjo, 1994 ; Knoll et al., 2006 ; Fachinetto et al., 2009).

2.4.1. Analyse de l'indice mitotique (IM), des phases mitotiques (PM) et des aberrations
chromosomiques (AC)

Pour I'IM et les P M, les différents stades de la mitose sont comptés cellules par concentration
et exprimés en pourcentage selon (Kwankua et al., 2010). L’index mitotique est exprimé
comme ¢tant le nombre des cellules en division par toutes les cellules (Ozmen et

Summer,2004 ; Sehgal et al, 2006).Selon la formule :

MI =P+M+A+T/Nombre total des cellules

AC= Nombre des aberrations/Nombre totales des cellules

.
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CONCLUSION

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude indiquent que I’extrait méthanolique
d’Origanum majorana a des effets cytotoxiques et génotoxique sur Allium cepa.

L’indice mitotique qui accompagné par des niveaux plus élevés de I’index Int-Pro et un
niveau inférieur d'index des autres phases mitotiques. Cette constatation montre que la
diminution de I’'IM pourrait étre le résultat d'une inhibition du cycle cellulaire, ralentissant
ainsi la progression par mitose. Plus de cellules ont été arrétées a 1'étape d'interphase-prophase
ce qui a conduit a la réduction des vitesses de division cellulaire. La génotoxicité était bien
claire dans les formes des aberrations chromosomiques et mitotiques dans les cellules. Ces
résultats confirment que le test Allium cepa sert d'excellent systéeme de surveillance pour

détecter les substances susceptibles de poser un risque génétique.
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Annexe

Préparation de I’eau synthétique :

Les produit Les concentration mg/l
CaSO4 60
MgSO4 60
NaHCO3 96
KCL 4

Préparation de HCL (1N) :

La solution de 100ml :

Eau diStillé ....ooooviiiiieiiieeeeeeeeeeeeee e 91,83ml

Dans un bécher on ajoute 8,17ml d’HCL et complété jusqu’a 100ml d’eau distillé.

(Prépares sur la hotte chimique)

Préparation d’acide Acétique Glacial a 45% :

Préparation de 100ml :

Acide Acétique Glacial ................ccooiiiiiiin, 45ml

Eaudistillé ...... ..o 55ml

(Prépares sur la hotte chimique)

Préparation de carnoy :

Ethanol pure(96%0)........ovviiniiiiiii 33.75ml

Acide acétique glacial ... 11,25ml

Dans bécher de 50 ml, versez 33,75ml éthanol puis 11,25ml acide acétique (conserver le

carnoy dans un flacon en verre a 4°c.

Préparation de I’éthanol70% :

Ethanol pure 96%.....ceeveeevuerssercsuerssnccseensercnnnns 70ml
Eau distillé...ceeeieiiniiiiiiiiiiiiniiniiiiiininneennns 30ml




Annexe

Figure : Les bulbes de 1’ Allium cepa avec de nouvelles racines

Figure : lots de traitement par différentes concentrations des extraits des plantes
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Annexe

Figure : la fixation des racines dans le Carnoyre
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