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Introduction

L'homme primitif entretenait une relation solide avec son environnement et, par
conséquent, l'utilisation d'herbes médicinales. Les herbes médicinales sont utilisées depuis
l'antiquité, depuis des milliers d'années, mais des questions sont devenues evidents si ces
herbes ont été utilisées dans le passé. pour traiter les maladies ou la nourriture
uniquement(Komet, 2011).

De nos jours, les plantes médicinales sont toujours utilisées et représentent la premiére source
de nouveaux médicaments, ce qui signifie qu'elles sont considérées comme la principale
source de découverte de futurs médicaments(Maurice, 1997).
La médecine traditionnelle a connu une grande diversité en Algérie en raison de sa diversité
florale et de la richesse de notre pays(Bouzid et al., 2016). La plante Zygophyllum cornutu;
qui est utilisée pour traiter certaines maladies, est étudiée, 1’objectif de notre travail est I'étude
de la génotoxicitéde "Zygophyllum cornutum™ en utilisant le test Allium cepa . Trois
parametres sont considérés dans ce test :
» Effet inhibiteur de 1’¢longation racinaire sur Allium cepa.
» Effet sur I'index mitotique de la division cellulaire des cellules méristematiques
racinaires d’Allium cepa.
» Test des aberrations chromosomiques sur Allium cepa.
Ce manuscrit est presenteren deux parties
» Lapremierpartie porte sur des généralités sur les plantes médicinales, description de la
plante étudiée (Zygophyllum cornutum) et des uotions sur la génotoxicité.
» La deuxiéme partie est consacrée aux materiel et méthodes, description des résultats

obtenus ainsi que leur discussion et la conclusion.
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1.1. Définition

Les plantes médicinales sont appelées médicaments a base de plantes utilisables en
totalité ou sous forme de partie de plante et ayant des propriétés usages médicinaux (Jesus,
2019).

1.2. Elémentsactifsdes plantes médicinales

Les principes actifs de la plante différent par leurs concentrations dans différentes parties,
donc ses parties actives sont les feuilles et il peut s'agir de graines, de fleurs, de branches
fleuries ou de racines, ce qui les différencie par leurs propriétés thérapeutiques (photochimie
des plantes médicinales). Ces substances actives sont considérées comme un composant
essentiel, bien qu'elles soient présentes en faible quantité dans la plante, et elles sont présentes
dans toutes les parties de la plante de maniére inégale, et tous les ingrédients actifs de la
méme plante n'ont pas les mémes proprietés (Atmaniet et al., 2009).

1.3. Utilisation des plantes médicinales en Algérie

Aujourd'hui, nous voyons dans divers domaines de la santé une grande utilisation des
plantes medicinales en Algérie, et cela est connu sous le nom de médecine traditionnelle en
raison de sa grande importance (Benhouhou,2005). Ce n'est pas un phénomene nouveau car
son utilisation remonte a des milliers d'années. Au IXe siecle, les premiers écrits médicaux
ont éte écrits par Isha bin Omran et Abdullah bin Lounis (Benhouhou, 2015) et un livre
contenant 200 types de plantes médicinales a été produit en Algérie, la plupart d'entre eux
dans le nord de I'Algérie et le reste dans le désert de la féte de Fourment et Roque en
1942(Benhouhou, 2015).L'Algérie doit profiter des plantes médicinales et en faire un secteur
a part entiere du marché en raison de son riche potentiel, comme le reste des autres pays
arabes (A.P.S, 2015).
1. Phytothérapie

1.1. Définition

La phytothérapie, n'a pas recu de définition précise au sein de I'Organisation Mondiale de
la Santé. Les plantes médicinales comprennent les plantes, les matiéres végétales, les
préparations a base de plantes et les produits finis qui contiennent des ingrédients actifs
provenant de parties de plantes ou d'autres matiéres végétales ou des liaisons végétales
(Jesus,2019). Certaines plantes ont des parties actives directement affectées sur l'organisme,
I'efficacité thérapeutique est démontrée par linteraction entre ces différentes
substances(Delphine,2019).


https://www.doctissimo.fr/equipe/auteurs/dr-jesus-cardenas
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1.2. Les avantages de phytothérapie

e Co(t relativement bas des plantes médicinales (Brunton,1993).

e Les plantes sont capables de traiter diverses affections, telles que la dépression et les
maux de téte.

e Traitement de diverses maladies dans différentes parties de la plante(Brunton,1993).

e Les plantes sont également des outils thérapeutiques pour traiter et soulager les
patients souffrant de maladies graves ou de traitements médicaux
excessifs(Marie,2016).

1.3. les facteurs de risque spécifique a la phytothérapie

e Mauvaise sélection de la plante ou mauvaise partie de la plante(Larrey, 1997). Les

plantes peuvent étre toxiques dans la nature.

e L'utilisation de plantes inappropriées peut provoquer des réactions allergiques ou
d'autres complications(Corbis, 2012).

1.4. Tisane

La tisane est encore utilisée aujourd’hui et est considérée comme un complément
indispensable aux prescriptions du traitement et est élaborée selon deux principes de base:

a. Infusion: ou elle est préparée en placant des plantes seches dans de I'eau bouillante.

b. Décoction: ou la plante est placée dans de I'eau froide et portée a ébullition(Carolineet
Michel,2018).

1.5. Poudre et gélules
1. Lapoudre

La poudre total est obtenu par broyage ou refroidissement L'un de ses avantages est qu'il
est pratique pour la consommation Liquide ou semi-liquide,plus ciblé et évolutif, mieux que
les capsulessss.
2. Lesgélules

Il en existe deux types: une capsule d'huile et une capsule de poudre totale, car la capsule

d'huile est encapsulée dans de la gélatine animale et une capsule de poudre totale enrobée de
cellulose végétale,L'un de ses avantages est qu'il est facile a utiliser et a transporter(Caroline
et Michel ,2018).

2. Toxicité des plantes médicinales

La partie active d'une plante toxique peut étre divisée en une ou plusieurs de ses parties
ou dans toute la plante: racines de la tige et des feuilles(Royaume, 2016).

La toxicité des plantes médicinales peut étre expliquée par :


https://www.editionsleduc.com/auteur/530/michel-pierre
https://www.editionsleduc.com/auteur/530/michel-pierre
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% la toxicité intrinséque des constituants: les plantes sont un mélange de différentes
molécules, y compris des substances hétérocycliques, qui peuvent provoquer une autotoxicité.

% une identification incorrecte de la plante ou la non-reconnaissance de l'un de ses
composants a des effets toxiques graves.

+ altérations:la présence d'ingrédients qui altérent chimiquement les préparations a base
de plantes, qu'il s'agisse de plantes ou de produits chimiques médicinaux, a un effet toxique.

% Contamination : les plantes médicinales peuvent contenir des contaminants

toxiques(Zekkour, 2008).
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1. Zygophyllum cornutum

Pour le traitement du diabéte, de nombreuses plantes sont utilisées en Algérie, parmi
lesquelles Z. cornutumCoss, qui fait I'objet de notre étude.

1.1. présentation et taxonomie

Z. cornutum Coss, ce qu'on appelle (Bougriba) ou (Aggaia), c'est une espece du genre
Zygophyllum et de la famille des Zygophyllaceae, c'est la plus commune dans cette famille
(Hussein et al.,2011).Sa diffusion dans le monde est limitée, car elle est répartie dans les
régions arides et semi-arides d'Afrique (pré-désertique et hautes terres). La réponse est
largement et principalement en Algérie a Z. cornutum Coss (Biskra et la vallée), Maroc et
Tunisie . Nous présentons ci-dessous la classification de la plante:(Quezel et al., 1962).
Régne: Plante
Division: Magnoliophyta

Class: Magnoliopsida
Ordre: Zygophyllales
Famille: Zygophyllaceae
Genre: Zygophyllum

Espeéce :Zygophyllum cornutum

Figure 1: Z. cornutumCoss (Farid Baba Aissa, 1991).

1.2. Description botanique

La famille des Zygophyllaceae se distingue par ’émergence de ses herbes, arbustes ou
arbres, ce qui facilite le processus d’identification des plantes auxquelles elle appartient
(Quezel et al., 1962 in Betina Bencharif, 2014 ). Le Zygophyllum cornutum est une plante
vivace qui pousse sous la forme de cing arbustes ramifiés, ses feuilles sont constituées de
deux feuilles sont cylindriques et charnus, dont la couleur et la méme que la couleur des

branches. Prennent une coloration ocre-violacé a maturation (Ozenda et al., 1963).
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Fig. 21. Zygophyllum cornutum Coss. 4 holziger Zweig mit diesjithrigen Asten; B Bliite halb-
gedfinet; C dieselbe ganz gedfinet; 2 Blumenblatt; £ Staubblitter, #~—Z Pistill in verschiedenen
Staclien bis zur fast reifen Frucht. — Original.

Figure 2: Z. cornutum Coss selon(Bailey Hortorium, 2008).

1.3. Usage thérapeutique

Les plantes du genre Zygophyllum sont classées comme plantes médicinales dans la
littérature scientifique. Apreés cela, sa valeur médicinale et ses propriétés thérapeutiques ont
été soulignées (Ayad et al.,2012). Zygophyllum cornutum est décrit dans la médecine
ancienne pour le traitement des rhumatismes, de la goutte, de l'asthme et des diurétiques
(Amal et Moustafa, 2007). De nombreuses plantes sont utilisées en Algérie pour traiter le
diabete dans le passé, y compris la plante étudiée. C'est une plante médicinale
traditionnellement utilisée et évaluée scientifiquement pour son activité antidiabétique (Perez,
1958).

1.4. Composition chimique

On ne peut pas dire que les plantes médicinales ne contiennent pas de composants et de
composés qui n'exercent pas d'activités biologiques sur le corps. En fait, l'efficacité
thérapeutique se forme grace a l'interaction entre ces différentes substances, car chacune de
ces différentes substances donne deux a trois cents composants différents (Betina-Bencharif,
2014).

1.5. Etude ultérieurs

En 1958, Perez C a mené une étude sur l'activité antidiabétique de Z. cornutum, ou elle a

été testée sur des lapins et a montré une efficacité remarquable. Cette plante qui fait I'objet de
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notre étude et & notre connaissance n'a encore jamais été évaluée d'un point de vue
génotoxique. Lorsque de nombreuses études ont été menées sur d'autres especes du genre
Zygophyllum, une activité anti-hyperlipidémique et anti-diabétiqueontété soulignées. Par
exemple, nous avons pris dans notre étude le type «Z.gaetulum» en 1998 que Jaouhari J.T a
étudié sur le diabéte de type 1, et en 1999 sur des souris hyperglycémiques. «Z. coccineum» a
également été testé sur des rats diabétiques par (Hamdy et al., 2001), il a été démontré qu'il
améliore le dysfonctionnement rénal, inhibe les Iésions hépatiques liées au diabéte et réduit la
glycémie. En 2002, Eddouks M. a étudié I'effet de «Z. album» contre les maladies cardiaques,
I'nypertension et le diabéte. En ce qui concerne les composants phytochimiques, l'acide
quinovique, les glycosides et la zygophylline sont les principaux composés décrits et
retrouvés chez les espéces de Zygophyllum(Samati et al., 2004). Plusieurs autres études ont
montré la présence de triterpenes de saponine chez des espéces spécifiques du genre
Zygophyllum(Hani etal., 1995 ; Ahmed V. Yuetal., 1992).
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1. Définition

La genotoxicité, appelée également toxicité génétique, c’est la capacité de certains agents
dits «génotoxique» a induire des dommages a I’ADN pouvant conduire a des mutations
génétiques ou chromosomiques. Lorsqu’il est installé dans le génome, il peut nuire gravement

a la santé des organismes ou a leur progéniture (white P etal.,1999).

b

Cassure simple brin ————p

Pontage intra-brins

Intercalation

Modification d'une base

Cassure double brins

Adduit

Figure 3: Les differents types de lésions primaire de I’ADN(Bickman et Smolen, 1994).

2. Test de génotoxicité

L'utilisation des tests de génotoxicité est connue depuis longtemps dans le monde pour
évaluer et surveiller les effets des dispositifs médicaux et de leurs produits dégradés sur les
mutations génétiques (Ortega, 2004).
Les principaux tests de génotoxicitésont:

2.1. Test de cométe

Le test de cométe, également appelé électrophorése unicellulaire (SCGE), permet la
mesure de séparations en conditions alcalines des fragments d'’ADN provoqueés par les des
agents génotoxiques(Magniez,2010).Le test permet la détection des cassures de I’ADN
simple et double brin et aussi des sites alcalilabilede réparation incompléte.ll peut aussi
révéler des sites de dommages a I’ADN aprés traitement par des enzymes de type
endonucléase et glycosylase, qui vont générer des cassures visualisables par le test des

cométes au niveau des Iésions de I’ADN ; I’utilisation d’endonucléasepermetainsi de détecter
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des lésions oxydatives des bases de I’ADN. La réalisation pratique du test consiste, apres lyse
des membranes cellulaires, a la dénaturation de ’ADN en milieu fortement alcalin. L’ADN
des cellules est ensuite placé dans un champ électrique permettant la migration différentielle
des fragments. Compte tenu du faible voltage et ampérage, les molécules d’ADN intactes et
donc trop lourdes pour étredéplacées par le champ électriqgue vont décrire une sphere
compacte. Un ADN endommagé va, quant a lui, migrer ses fragments les plus courts en
dehors de cette sphere, formant ainsi un " halo" d’ADN s’étirant en direction de
I'anode(Marzin,1999).

Le test des cometeest une téchnique simple et rapide permet d’étudier les effets
génotoxiquesde composés ou préparations chimiques et d’en préciser la relation dose-effets :
il faut dans ce cadre traiter invitro des cultures cellulaires par ’agent étudié, en présence
éventuellement de fraction S9 a fin d’assurer la bioactivation metabolique, et analyser ensuite

les cellules exposees(Marzin,1999).

P. Lebailly

Figure 4 : Photographie du noyau dans le test de comete : (A) noyau intact, (légére

comete, (C) comete, (D) noyau atypique (Ostling et Johanson, 1984).

2.2. Test du micronoyau

Pendant la mitose, les chromosomes complets qui forment le micronoyau sont perdus, ou
des fragments chromosomiques excentriques exclus du noyau cellulaire pendant la division
cellulaire. C'est un test pour les mutations chromosomiques et les mutations génétiques, car
c'est un point d'effet précoce, et il est également noté qu'il a une grande capacité a prédire le

risque d'exposition au cancer ( Ortega, 2004).

10



Données bibliographiques Génotoxicité

Fragments acentromériques
/ non rattachables
au fusean mitotique

Lésions de F'ADN

induisant une /(
\gents cassure double-brin | )
clastogenes \ / l‘b‘ \
Blocage
de la
cytodiérese

ancuoenes Altérations des ( )
g protéines structurant @ MN
Fappareil mitotique
Perte de
chromosomes
entiers

Figure 5: Schématisation de la formation des micronoyaux(Cotelle, 1999).

2.3. Test des aberrations chromosomiques

Lorsque la structure ou le nombre des chromosomes est anormal, on dit aberration
chromosomique (Pierrick, 2014). Ces anomalies se produisentcomme conséquence de
cassures de I’ADN, par apres, les fragments peuvent rejoindre le chromosome a leurs
emplacements originaux, a un autre emplacement ou pas rejoindre le chromosome. Ces deux
derniers types de lésions sont observables au microscope dans les cellules en métaphase,
principalement dans les lymphocytes périphériques. Les aberrations chromosomiques peuvent
étre chromatidiennes (échanges, cassures,..) ou chromosomiques (affectant les deux
chromatides du chromosome: fragments acentriques, dicentriques, translocations,..). Les
aberrations chromosomiques provogquent un dommage stable et persistant (mutation) qui
meéne a la néoplasie.Elle peut étre a l'origine demalformations, de maladies... Le test est un
biomarqueur d’effet précoce. Les AC persistent pendant la durée de vie des lymphocytes, ce
qui fait que ce test soit applicable a 1’évaluation d’une exposition cumulée. La caractéristique
la plus importante de ce test est qu’il est le seul pour I’instant a avoir une valeur prédictive de
la fréquence de AC pour le risque de cancer. Les relations dose-réponse entre AC et risque
cancérogéne n’ont été suggérées qu’au niveau du groupe. L’analyse est justifiée, a 1’échelle
du groupe, lorsqu’une exposition clastogene est soupconnée. A 1’échelle du groupe, la mise en
évidence d’AC peut étre considérée comme une preuve d’un risque génotoxique demandant
des actions pour diminuer 1’exposition (Ortega, 2004).

2.4. Echange entre chromatide sceur

Ce test est pratigué pour déceler les échanges réciproques d'ADN entre deux
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chromatides-soeurs d'un chromosome se dédoublant. Le processus d'échange implique
probablement une cassure et une réunion de I'ADN, bien que l'on sache peu de chose de sa
base moléculaire. Cet essai fait appel a un systéme qui permet de différencier les deux
chromatides sceurs (incorporation de BrdU) et ainsi de visualiser les échanges in vitro. Ce test
est surtout réalisé ct nécessite I'utilisation préalable d'un systeme exogene d'activation
métabolique. Il a permis de mettre en évidence le potentiel clastogéne des rejets urbains et des
effluents industriels (Houk,1992).

2.5. Test d'Allium cepa

Allium cepa présente de grands avantages sur la connaissance de la toxicité dans
I'environnement. C'est un test utile comme bioindicateur pour détecter la génotoxicité. Une
large diffusion était connuepour déterminer les substances génotoxigques et cytotoxiques
présentes dans le systeme hydrique.

L'étude de mutagénes dans les noyaux eucaryotes a €té observée par des méthodes
cytologiques. Il est connu qu’une mutation peut résulter d’une action de radiations, de
médicaments et de virus, comme d’une stabilité intrinséque des acides nucléiques. Sur ce compte,
les mutagénes peuvent étre detectés cytologiquement par inhibition cellulaire ; perturbation en
métaphase ; induction d'AC, numeériques et structurelles, en allant de la fragmentation
chromosomique jusqu’a la désorganisation du fuseau mitotique, et par conséquent de toutes les
phases mitotiques (PM) ultérieures dépendantes (Tedesco et Laughinghouse, 2012).

L’analyse des AC sert de test de mutagénicité et est I'une des rares méthodes directes de
mesure des dommages dans les systémes exposés a d’éventuels agents mutagénes ou
cancérogeénes. Pour permettre I'évaluation des effets ou des dommages que les agents mutagénes
pourraient causer, il est nécessaire de faire pousser des racines d’une plante vasculaire en contact
direct avec I'échantillon en maintenant les cellules du méristeme racinaire en division mitotique
constante, cherchant a identifier et prédire les effets toxiques et les modifications éventuelles se
produisant au cours d'un cycle cellulaire (Silva et Fonseca, 2003). Pour ce faire, Parmi les
especes Allium, Allium cepa (I'oignon commun) s'est avérée la plus utile et a €té maintes fois
suggérée comme matériel de test standard (Stich et al., 1975). Son utilisation a été introduite par
Levan en 1938, lors de I’étude des effets de la colchicine. Elle a été utilisée principalement
comme un bioindicateur de la pollution environnementale (Bagatini et al., 2009), ainsi que pour
évaluer le potentiel génotoxique des plantes médicinales (Camparoto et al., 2003). D'autres
essais biologiques peuvent étre réalisés cette fois si avec les graines d'Allium cepa placées pour
germer dans un incubateur a demande biochimique en O, et a température controlée, ces essais

sont utilisés pour les tests d'allélopathie et I'évaluation de la génotoxicité (Tedesco et
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Laughinghouse, 2012).

Dans un atelier sur « les systemes de plantes supérieures en tant que contrdleurs de mutagenes
environnementaux » il a été déclaré : ** les systemes vegétaux semblent particulierement bien
adaptés a la recherche dans les domaines des mécanismes de base, du criblage et de la
surveillance de I'environnement *’(Kumar et al., 2010).

Allium cepa, communément appelée I'oignon, est une plante bulbeuse largement cultivée dans
presque tous les pays du monde, avec une production de premier plan en Chine, en Inde et aux
Etats-Unis (Akash et al., 2014). C’est une espéce de jardin bisannuelle, ayant un scape
apparaissant la deuxiéme année, de 2 a 4 pieds d’hauteur, nu, lisse, droit, trapu, gonflé a la base et
fistuleux. Les feuilles sont rondes et fistuleuses, de couleur vert brillant, aigués et plus courtes que
la tige. La partie utilisée est le bulbe, il est tuniqué, comprimé ou rond, ou de forme oblongue,
recouvert d'une membrane brillante, mince et séche, de couleur rougeéatre ou blanche (Kumar et
al., 2010).

o % & —Fleure
Bourgeon——:/ W
) T

Scape Bractée

Inflorescence

Feuilles

Racines

Figure 6 : Illustration de ’espéce Allium cepa(Vander, 1993).

Toute population d’Allium cepa posséde (2n = 16) chromosomes larges et longs, ce qui
facilite I’identification des AC apres simple coloration et montre une bonne corrélation avec

d’autres systémes de tests biologiques (Vander, 1993).
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Taxonomie de I’espéce Allium cepa
Tableau 1 : Taxonomie de I’espéce Allium cepa (Kumar et al., 2010).

Régne Plante
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordre Asparagales
Famille Alliaceae
Genre Allium

Espéce Allium cepa

%+ avantages

Sur les pointes des racines d'une plante A cepa L, les propriétés anticancéreuses ont été
évaluées depuis 1938 par les premiers travaux réalisée par Levanen1938 en étudiant 1’effet de
la colchicine sure les mitoses racinaires d’Allium. Ce test présente plusieurs avantages en :
% Cytologie :

e Détectez facilement les aberrations chromosomiques.

e Chromosomes large et longue.

e Haut pourcentage de division cellulaire.

e (2n=16) c'est le nombre de chromosomes qui est réduit et facile aétudier.

o facilité de coloration.
%+ Manipulation :

e toute ’année le matériel végétale est disponible.

e la cultiver aux laboratoires est facile.

e Relativement rapide
% Résultats :

e Les résultats obtenus sont comparables a plusieurs systemes : lentille, algue

unicellulaire et Nitorcaspinipes (crustaceae) (Fiskesjo, 1989).
e Bonne corrélation avec les cellules mammiferes.
e Extrapolation sur les cellules animales (Juchimiuk et Maluszynska, 2004).

% Inconvénients

14
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Parmi les inconvénients de A .cepa L c’est qu’il est sensible et fournie ce qu’on appelle de
résultats faux positifs en comparant aux autres systemes spécialement les organismes supérieurs

tel que les poisson.
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1. Collection de la plante

La plante est collectée dans sont habitats naturels entre le mois de Février et Mars 2021.
Pour Z. cornutum, la récolte est effectuée au Sahara Algérien dans la région d’El-Bayad
(wilaya d’El-Oued).

2. Préparation des extrais

Différentes concentrations de I’infusion de Z. cornutum sont préparées dans de 1’eau de
robinet bouillante (0, 2,4, 6, 8, 10, 12mg/ml). L’eau de robinet est utilisée comme contrdle
négatif.

3. Test Allium cepa

3.1. Conditions expérimentales

Le test d’Allium cepa a éte réalisé selon la procedure décrite par (Fiskesjo G, 1985) et
(Rank J, 2003). Des bulbes d’oignon (A. cepa L., 2n = 16) sont obtenus du marché local a
bordj sabath. Le diamétre des bulbes varie entre [3 et 5 cm]. La couche externe des bulbes est
éliminée ainsi que les anciennes racines avant de commencer les expériences. Durant toutes
les expériences réalisées, les bulbes sont incubés a I’obscurité a une température ambiante.

3.2. Test d’inhibition de I’élongation racinaire et détermination de CE50

Pour ce test de toxicité, 40 bulbes sont utilises,5 bulbes sont utilisés
pourchaqueconcentration .1ls sont places dans des pots remplis par chaque solution a tester de
tel sort que la base de la racine principale se trouve plongee dans la solution.

L’incubation se fait & I’obscurité pendant 2 jours dans de 1’eau puis dans I’extrait avec
changement des solutions chaque 24h. Apres 4 jours de traitement, la longueur des racines est
mesurée. La moyenne de la longueur des racines traitées et contréles sont représentées en
fonction du pourcentage d’inhibition de I’¢longation racinaire et les différentes concentrations
de I’extrait testé. La Concentration Efficace (CE) produisant 507 d’inhibition de la croissance
des racines relativement au contrdle est calculée et exprimée comme étant CE50. A la fin de
chaque expérience, les bulbes sont ré-incubés dans de I’eau pour vérifier la capacité de
récupération de la croissance racinaire.

3.3. Test de génotoxicité

Ce test est réalisé avec trois concentrations de chaque extrait, choisies selon la valeur de
la CES0. L'eau synthétique est utilisée comme contrdle négatif. Cing oignons sont exposes a
chaque concentration dans les mémes conditions de laboratoire décrites ci-dessus. Pendant les
24 premiéres heures, les oignons sont cultivés dans I'eau, puis ils sont exposés aux extraits

pendant 48 h, ce qui est proche de deux cycles cellulaires. Les solutions d'essai sont changées
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chaque 24 h et a la fin de I'exposition, les oignons sont préparés pour la microscopie. Les
extrémités des racines de chaque groupe de test ont été immédiatement placées dans un
fixateur de Carnoy pendant 24 h a 4 ° C, puis conservées dans de I'éthanol a 70% & 4°C
jusqu'a utilisation. Pour l'observation microscopique, cing lames sont préparées pour chaque
groupe de test. Les pointes des racines ont été hydrolysées pendant 8 min dans de I’'HCI1 1N 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).

3.4. Analyse de lindice mitotique (IM), des phases mitotique (PM) et des
aberrations chromosomiques

Pour I'M et les PM, les différents stades de la mitose sont comptés dans 4000-5000
cellules par concentration et exprimés en pourcentage selon (Kwankua et al., 2010). L’indice
mitotique est exprimé comme étant le nombre des cellules en division par toutes les cellules
(Ozmen et Summer,2004 ; Sehgal et al., 2006) selon la formule:

MI=P+A+M+T\nombre totale de cellules

Les AC (ponts, ruptures, adhérence, C-mitose et autres) sont analysés dans 500 cellules
en division pour chaque groupe de test.

4. Analyse statistique

Toutes les données sont exprimées en moyenne + SD. Les différences statistiquement
significatives entre les données du contréle négatif et les difféerentes concentrations des
extraits sont déterminées par le test ANOVA suivie du test Dunnett bilateral. La régression
linéaire pour la détermination de la concentration efficace 50% (CE50) est effectuée en
utilisant XLSTAT pour Windows. Le niveau de signification statistique est déterminé a
p=<0.05.
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A. cepa est une plante supérieure, elle est utilisée comme un modéle génétique important pour
évaluer les effets génotoxiques et toxiques tels que la perturbationdu cycle mitotique et les
aberrations chromosomiques (Grant.,1982). Dans cette étude, nous avons évalué la
génotoxicité de la plante médicinale : Z. cornutum par le test Allium cepa en prenant en
compte trois facteurs : l'inhibition de I'élongation racinaire par la détermination de la CE50,
I'effet de I’extrait sur l'indice mitotique et I'étude des aberrations chromosomiques.

1. Test d'inhibition de I'élongation racinaire et détermination de la CE50

La toxicité du Z. cornutum est évaluée en adoptant la méthode déterminant la CE50 qui
correspond a la concentration qui provogque 50% de I’inhibition de I’élongation racinaire. Les

résultats de ce test sont représentés dans le tableau.

Tableau 2 : Effet de Z. cornutum sur I’élongation racinaire

Concentration (mg/ml) Inhibition de 1’élongation
racinaire (%)

0 0

2 5,34

4 12,42

6 29 ,65

8 35,67

10 54,98

12 72,32

La représentation graphique du pourcentage d’inhibition de I’élongation racinaire
1%) en fonction des concentrations du Z. cornutum (Figure 07) montre une relation
g

proportionnelle. La concentration efficace CE50 = 9,22 mg/ml.
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Figure 7 : Effet des concentrations du Z. cornutum sur le pourcentage d’inhibition de

[’élongation racinaire (1%)

2. Analyse de l’indice mitotique (IM) des phases mitotique(PM) et des

aberrations chromosomiques (AC)

Pour cette analyse, trois concentrations sont choisies en se basant sur la CE50 : 4,

10 et 20 mg/ml. L'effet du Z. cortunum sur l'indice mitotique des cellules de

méristeme racinaire d'Alluim cepa est présenté dans le tableau 03.

Tableau 3 :Effets de Z. cornutum sur les phases mitotiques (PM) et I’indice mitotique (IM)

des cellules méristematiques racinaires d’A. cepa

Concentrations (mg/ml) | Negative control-48h 4 10 20
Nombre des cellulesen | 97.74+3.19a 73.53+6.63b |43.71+ 2.48c |5.67+1.68d
division (%) £ SD
Moyenne de IM 9.77+0.32a 7.35+0.66 b 437+ 0.24c |057+ 0.16d
(%) £ SD

Phase Mitotique (%) + SD*
Interphase 12.26 £3.19a 36.46+ 6.64b | 56.28 + 2.48¢c | 91.33+ 1.68d
Prophase 29.5+1.73a 30.77+ 4.74a | 2560+ 1.15b | 6.50+ 0.84c
Metaphase 24.65+0.92 a 19.07+ 3.18b | 14.16+287c |1.27+ 0.73d
Anaphase 16.76 £ 2.86 a 775+ 1.76b |281+ 168c |0.70+ 091c
Telophase 16.82 + 2.80 a 6.28+3.12b | 112+ 042c |0.19% 0.18¢c

SD Deviation Standard

*Moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p <0.05.

Le nombre total de cellules et la division cellulaire caractérisent l'indice mitotique

qui est un facteur d'évaluation de la cytotoxicité de plusieurs agents. La diminution
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ou l'augmentation de l'indice mitotique determine les niveaux cellulaires de toxicité.
Les résultats obtenus dans cette étude montrent une diminution inversement
proportionnelle avec IM en fonction des concentrations de Z. cortunum. La
signification de l'indicateur réside non seulement dans l'analyse de toxicité, mais en
elle-méme, elle refléte la toxicité de la substance d'essai Dans notre étude, la toxicité
de la plante pourrait étre la raison de la diminution observée de IM car sa diminution
est considérée comme un signe de toxicité par de nombreux auteurs (Leme et

Marin-morales, 2009).

Pour le test des aberrations chromosomique, les résultats sont présentés dans le
tableau 04.lesfigure 08 et 09 présentent respectivement les cellules normales en
division et les cellules avec des aberrations chromosomiques.

Tableau 4: Taux des Aberrations Chromosomiques Totales (ACT) dans les cellules

méristematiques racinaire d’A. cepa traités par Z. cornutum

Concentrations (mg/ml) | Control négatif -48h | 4 | 10 | 20
Aberrations (%) (Mean + SD)*

Cassures 0.28 +0.27 292+120 [9.08+359 1.00 * 0.46
ponts 0.08+0.11 3.56 + 0.82 1.2+0.96 9.52+1.43
C-mitose 0.28 +0.30 072+063 |592+216 6.6+ 16
Lagards 0+00 2.44 +0.57 3.44+1.77 3.00 £1.44
Vagrant 0.04 +0.09 048+039 | 0.68+0.99 1.44+0.76
Stickiness 0.24+0.26 0.84+0.64 2.72+1.32 252+ 0.76
Autres 064+0.2 5.64 +2.07 13.90 459 | 39.4+ 4.71
TA % + SD 156+ 0.52a 16.6+1.64b |37.04+3.02c | 63.48%4.73d

SD Deviation Standard
*Moyennes avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p < 0.05.

On note une augmentation significative des AC avec toutes les concentrations
testées. Cette augmentation était dépendante de la dose. Les types d'anomalies
observées étaient les fragmentations (qui semblent étre le type le plus fréquent), les
ponts, les stickiness, les C-métaphases, les C- anaphases, les Iésions nucléaires, les

chromosomes laggareds et vagrents.

Les ponts et les fragments chromosomiques, sont des indicateurs d’une action
clastogenes, tandis que les pertes de chromosomes, les retards, I’adhérence et C-

métaphases résultent d’effets aneugenes (Gomurgen, 2005).

Lors dun transfert ou d'un échange inégal de chromatine, des mutations
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structurelles chromosomiques peuvent conduire a des ponts chromatiniens, ainsi qu'a
I'incapacité de se séparer, car la plupart des ponts sont formés par des chromatides
sceurs communes qui restent ensemble jusqu'a la fin de I'anaphase ou le télophase
(Gomurgen, 2005 ;Tukoglu, 2007). D'autre part, le retard (lagards) est considéré
comme une déviation causée par les chromatides, et le retard est attribué a I'effet des
polluants environnementaux sur la régression ou la diffusion de I'ADN
chromosomique, sur l'augmentation de la densité de I'ADN, sur l'imbrication des
interactions entre chromosomes (EI Ghameryetal., 2000).Ce signe est commun
pour des effets hautement toxiques sur les chromosomes et un type irréversible
susceptible d'entrainer la mort cellulaire. Il peut y avoir une adhérence due a la
liaison sous-chromatide entre les chromosomes, ou les chromosomes perdent leur
capacité de se déplacer et de s'arréter n'importe ou et ne peuvent pas atteindre leur
destination finale. 1l est également interprété comme l'attachement physique des
protéines chromosomiques. Les contractions et le ralentissement de chromosomes

sont dus a une défaillance du fuseau dans le chromosome (Mesi et al., 2013).

Le déreglement de la chromatine est lié a un défaut des protéines responsables de
la structure nucléaire de la chromatine, et c'est la preuve de la présence de la C-
métaphase (Kuraset et al., 2006) et cela supporte les résultats de Z. cortunum ou des
C- métaphase ont été observeés ; le fuseau mitotique perturbé conduit a la présence

de la C-mitose dans les cellules (Matsumoto et al., 2006).

Lorsque les chromosomes perdent leur capacité a se déplacer et se coincent dans
un endroit, perdant ainsi leur capacité a se rendre a leur destination finale, il se
produit ce qu'on appelle les stickiness ou adhérences, et aussi a cause de la liaison

sous-chromatide entre les chromosomes (Mesi et al., 2013).
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Figure 8 : les cellules méristematiques racinaires d’Allium cepa en division réguliere et
normale : (A)télophase, (B) prophase , (C) métaphase , (D) interphase , (E) anaphase.
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Figure 9 : Les types d’aberrations chromosomiques dans le méristéeme racinaire d’Allium

cepa exposés aux Z. cornutum : (A) anaphase avec chromosome laggared, (B) C-anaphase
avec vagrent, (C) fragment, (D) stickytélophase, (E) anaphase sticky, (F) métaphasesticky,
(G) C-anaphase, (H) C-métaphase, (1) anaphase avec pont, (J) prophase irrégulier, (K)

métaphase perturbé.
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Conclusion et Perspectives

En conclusion, les résultats présentés dans cette étude indiquent que Z.

cortunum a des effets cytotoxiques et génotoxiques sur Alluim cepa.

En général, la plante a abaissé I'indice mitotique, qui est toujours suivi par
des niveaux plus élevés de l'indice interphase-prophase et inférieurs a l'indice des
autres phase mitotique, et ces résultats indiquent que la réduction de I'IM se fait en
inhibant le réle des cellules, c'est-a-dire, ralentissant la progression par mitose, ce

qui réduit les taux de division cellulaire.

La présente étude a également montré I'utilité d'un test d'aberration
chromosomique réalisé sur Alluim cepa pour évaluer la génotoxicité de substances
pouvant entrainer un risque génetique, des rapports complets doivent donc étre

soumis sur les effets indésirables de I'abus des plantes.

En perspective, il est recommandé d'utiliser dautres types de tests de
génotoxicité et dautres modeéles expérimentaux pour donner plus de détails sur le

mécanisme exact de la génotoxicite.
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Résumé

Les effets toxicologiques et génotoxiques des extraits aqueux de
Zygophyllum cornutum, tels qu'ils sont couramment utilisés en medecine
traditionnelle, ont été étudiés a l'aide du test a lI'oignon. Premierement, la valeur de
I'Ec50 a été déterminée en tant que facteur cytotoxique en évaluant Il'inhibition de
I'allongement des racines en utilisant des solutions de différentes concentrations (0,
2,4, 6, 8,10 et 12)mg/ml de Z. cornutum Les résultats ont montréque la CE50 est de
9,22. Une diminution significative de l'indice de mitotiquea été observéavec une
augmentation des concentrations d'extrait, et une augmentation des anomalies
chromosomiques. Les résultats de I'étude de cet extrait aqueux de Z. cornutum ont
montré qu'il a probablement des effets de génotoxicité en diminuant la division

cellulaire aux concentrations étudiées.

Mots clés :Zygophyllum conutum, Allium cepa, cytotoxicité, indice mitotique,

anomalies chromosomiques.

Résumé



Abstract

Abstract

The toxicological and genotoxic effects of Zygophyllum cornutum aqueous extract, as
itis commonly used in traditional medicine, were studied using Allium cepa test. First, the
value of EC50 (9.22 mg/ml) was determined as a cytotoxic factor by evaluating the inhibition
of root elongation by using solutions of different concentrations (0, 2, 4, 6, 8,10 et 12)mg/ml
of Z. cornutum The results showed a significant decrease in the mitotic index with an increase
in extract concentrations, and an increase in chromosomal anomalies. The results of the study
of this aqueous extract of Z. cornutum showed that they act on the effects of genotoxicity by

decreasing cell division at the studied concentrations.

Key words: Zygophyllum conutum, Allium cepa, cytotoxicity, mitotic index, chromosomall

abnormality.
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Annexe
Annexe

Les solutions

1. Préparation du HCL 1N a partir de 'HCI 12.236 N
- Mesurer un volume de 8.1726 ml HCI.

-Mettre dans un bécher 20 ml de 'H20 distillée (H20d).
-Ajouter 8.1726 ml HCI.

-Compléter le volume restant avec de I'H20
distillée pour avoir 100 ml HCL 1N. e | Tl 4 i

-Conserver dans un flacon a 4°c.
2. Préparation du Feulgen
-0.25 g fushine basique.

-80 ml H20d bouillante (a 100°c).

-Refroidissement 10 min (50°c).

-Ajouter 5 ml de 1N HCl et agiter.

-Ajouter 0.5 g K2S204 et agiter avec 1’agitateur.

-Conserver dans un flacon sombre pendant une nuit a
4°c.

-Filtrer a D’obscurité a travers du papier filtre puis reconcevrez dans un flacon
sombre pour 15 a 20 jours au maximum

2. Dilution de I’éthanol 95 % et conservation

Pour diluée I'éthanol 95% a éthanol 70% on prend 70 ml de I'’éthanol 95% et

on compléte le volume par I'eau distillée jusqu’a 100 ml.
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