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Introduction

Introduction

Les plantes ont toujours été intégrées a la vie quotidienne de I'nomme, servant a se nourrir, se
soigner et parfois dans des rituels religieux. Depuis des millénaires, elles ont été utilisées dans
la médecine traditionnelle, et au fil des siecles, notre connaissance des plantes médicinales et
des remedes a base de plantes n'a cessé de s'enrichir (Mpondo et al., 2017).

L'Algérie bénéficie d'une position géographique particuliére qui lui confére une grande
diversité de végétation, notamment en ce qui concerne les plantes aromatiques médicinales.
La flore algérienne regorge d'un riche patrimoine végétal, mais celui-ci est malheureusement
peu connu en raison du manque d'études sur ses vertus et ses richesses potentielles, et il est
tres peu exploité (Boudoumi, 2014). Les plantes médicinales et aromatiques ont de
nombreuses utilisations dans I’industrie cosmétique, pharmaceutique et la production
alimentaire. Leur utilisation en tant qu’herbicides pour la gestion des mauvaises herbes
contribue grandement au succes de I’agriculture (effet allélopathique). Plusieurs extraits de
plantes médicinales ont été approuvés pour leur capacité a presenter des effets cytotoxique et
antiprolifératifs. Ces propriétés sont fréquemment exploitées pour entraver la multiplication
des cellules tumorales (Konuk et al., 2007; Barman et al., 2020). lIs contribuent également a
prévenir ou réduire les risques de diabéte, d'athérosclérose, de maladies coronariennes et de
processus de vieillissement. Cependant, malgre les avantages thérapeutiques profonds que
possedent les plantes medicinales, certains de leurs constituants se sont réveélés
potentiellement toxiques, mutageénes, cancérigenes et tératogenes (Tahriet al., 2012).

Dans le but de valoriser la flore algérienne, notre travail se concentre sur Thymus guyonii de
Noé, une espece médicinale rare et endémique de la famille des Lamiacées, présente dans le
nord du Sahara algérien (Quezel et Santa, 1963).

En effet, l'objectif principal de notre travail est de mettre en évidence l'effet allélopathique de
I'extrait aqueux de Thymus guyonii, d'évaluer son effet cytotoxique et génotoxique, et
d'évaluer également son activité antioxydant et de doser certains métabolites secondaires tels
que les polyphénols, les flavonoides et les tanins.

Pour illustrer ces objectifs, notre étude sera divisée en deux parties principales :

La premiére partie, de nature théorique, présentera une revue bibliographique traitant de la
description botanique de la famille, du genre et de I'espece, ainsi qu'un rappel sur

I'allélopathie, les métabolites secondaires et la génotoxicité.
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La deuxiéme partie, de nature expérimentale, detaillera le matériel utilisé, les méthodes
suivies et les résultats obtenus. Enfin, une conclusion résumera les principaux résultats de

notre travail.



Partie bibliographique
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1. Généralite sur la famille de Lamiacees

1.1. Description botanique de la Famille de Lamiacées

En raison de la forme particuliére de la corolle, les Lamiacées sont également connues sous
le nom de Labiées, dérivée du nom latin "labium", signifiant lévres. (Bouhaddouda, 2016).
L'une des premieres familles a étre distinguée par les botanistes est celle des Lamiacées, un
groupe d'angiospermes dicotylédones appartenant a l'ordre des Lamiformes. La famille
comprend environ 260 genres et plus de 6500 especes (Spichiger et al., 2004). Ce sont des
plantes a fleurs herbacées ou arborescentes trés aromatiques (Silvant, 2015), 40% des
espéces de Lamiacées contiennent des composeés aux propriétés aromatiques (Verse, 2007).
En raison des huiles essentielles (HE) produits dans glandulaire, les poils sont répartis sur les
organes aériennes de la végétation et de la reproduction (Marija et al., 2008). De nombreuses
Lamiacées seront rencontrées en herborisation, lamier blanc, lierre terrestre, bugle, Ballote
fetide, origan et sauge.

1.2. Distribution géographique des Lamiacées

A- Dans le monde

Il existe environ 3000 especes de Lamiacées, qui ont une tres large distribution, mais
prédominent dans le bassin méditerranéen: thym, lavande, romarin, qui caractérisent la flore
des garrigues. Les Lamiacées sont rares, par contre, dans les régions arctiques et en haute
montagne (Guignard et Dupont, 2004). Les Labiee sont surtout des plantes méditerranéennes
qui au Sahara ne se rencontrent guére que dans la région présaharienne (Ozanda, 1991/2004).
B- En Algérie

Dans la flore algérienne, les Lamiacées comptent 146 espéces réparties en 28 genres.
Certains genres sont difficiles a déterminer en raison de I'extréme variabilité des espéces
(Bendif, 2017) (Figure 1).
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Figurel. Répartition géographique de la famille des Lamiacées dans le monde entier (Tabti et
Tahdjerit, 2017).

1.3. Usage pharmacologique et nutritionnel des Lamiacées

Cette famille est une source importante dhuiles essentielles, d'infusions et d'antibiotiques
dans les industries de la parfumerie et du cosmetique. Il existe de nombreuses espéces
cultivées comme condiments (Sauge, Thym, Basilic, Menthe, etc....). Plantes ornementales
tell que lavande. Les essences de nombreuses Lamiacées sont utilisées en pharmacieeten
parfumerie : lavande, menthe poivrée, romarin, basilic, thym... Enfin, plusieurs sont
cultivées et utilisees comme Iégume comme les sauges a fleurs rouges, Stachys tuberifera qui
fournit les crosnes du Japon. C'est une famille tres homogene: les Lamiacées sont trés faciles
a identifier (Guignard et Dupont, 2004).

2. Description botanique du genre Thymus

Les genres Thymus sont des arbustes perpétuels herbacés avec des racines ligneuses, qui
peuvent atteindre une hauteur de 45 cm (2 pieds). Les tiges sont verticales, les branches sont
persistantes, les feuilles sont aromatiques et recouvertes de glandes et les fleurs sont colorées
avec une couleur violette pale a deux lévres avec un calice glandulaire (Charles, 2012).

Parmi les noms qui ont été données aux especes du genre Thymus on a Azukni, Tazuknite en
Amazigh, et Ziitra en Arabe (Stahl-Biskup et Saez, 2002).

Ce genre est le plus populaire dans le monde, il contient plusieurs propriétés aromatiques et
médicinales. Ces espéces se rencontrent, en plaine, en montagne, dans les rocailles, les

garrigues, les pelouses et les broussailles (Bellakhdar, 1997) (Figure 2).
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Figure 2. Morphologie de thym (Iserin, 2001).

2.1. Distribution géographique du genre Thymus

A. Dans le monde

Il 'y a environ 350 espéces de thym réparties en Europe, en Asie occidentale et en
Méditerranée, selon Dob et al. (2006). Ce genre est largement répandu dans le nord-ouest de
I'Afrique de I'Ouest, notamment au Maroc, en Algérie, en Tunisie et en Libye. On le trouve
également en Ethiopie et il traverse la péninsule égyptienne du Sinai jusqu'au sud-ouest de
I'Arabie. Le thym peut méme étre trouve en Sibérie, dans I'Himalaya, ainsi que dans la région
tropicale et au Japon (Jalas, 1971 ; Mebarki, 2010). 1l pousse dans divers habitats tels que les
plaines, les montagnes, les rocailles, les garrigues, les pelouses et les broussailles, comme

indiqué par Bellakhdar (1997). La répartition mondiale du thym est illustrée dans la figure 3.
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Figure 3. Distribution géographique de thym dans le monde (Stahl-biskup et Saez,
2002).

B. En Algérie

L’ Algérie est tres riche par les plantes médicinales en regard de sa superficie et sa diversité
bioclimatique. Ce genre comprend plusieurs especes qui sont difficiles a déterminer en raison
de leurs variabilités et leur tendance a s hybrider facilement, 12 d’entre elles sont reparties sur
tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux zones arides de 1'Algérie (Saidj,
2006 ; Mebarki, 2010) et 9 d’entre elles sont endémiques (Kabouche et al., 2005 ; Dob et al.,

2006). Le tableau 1 montre les principales espéces de thym et leurs localisations en Algérie.
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Tableau 1. Localisation des principales espéces de genre Thymus en Algérie (Quezel et Santa,
1963 ; Saidj, 2006 ; Mebarki, 2010).

Espece Découverte | Localisation
par
Thymus capitatus Hoffman et | Rare dans la région de Tlemcen
Link
Thymus fontanesii Boiss et | Commun dans le Tell
Reuter Endémique Est Algérie-Tunisie
Thymus numidicus Poiret Assez rare dans : Le sous-secteur de I’atlas tellien. La grande et la
petite Kabylie. De Skikda a la frontiere tunisienne et Tell constantinois
Thymus commutatus Battandier Endémique Oran
Thymus guyonii Noé Rare dans le sous-secteur des hauts plateaux algérois, oranais et

constantinois

Thymus lancéolatus

Desfontaine

Rare dans :Le secteur de I’atlas tellien (Terni de Médéa Benchicao) et
dans le sous-secteur des hauts plateaux algérois, oranais (Tiaret) et
constantinois

Thymus pallidus Coss Trés rare dans le sous-secteur de 1’ Atlas Saharien et constantinois
Thymus hirtus Willd Commun sauf sur le littoral
Thymus glandulosus Lag Trés rare dans le sous-secteur des hauts plateaux Algérois
Thymus algériensis Boiss et | Trés commun dans le sous-secteur des hauts plateaux algérois, oranais
Reuter
Thymus munbyanus Boiss et | Endémique dans le secteur
Reuter Nord algérois

2.2. Proprietés et usage traditionnel de quelques especes du genre Thymus

A cause de ses diverses propriétés importantes, le genre du Thymus possede un large spectre
d’utilisations tel que il soulage les spasmes gastro-intestinaux, la stomatite et aussi I'expulsion
des gaz intestinaux, les nausées de mauvaise digestion, l'inflammation des gencives, le
Thymus est aussi recommandé comme un régulateur de l'estomac (Carrié et Valles, 2012 ;
Mushataq et al., 2016).Les composants principaux du Thymus démontrent des propriétes
anthelminthiques (Al-Bayati, 2008).

Il possede encore des propriétés antioxydants, anti inflammatoires, antibactériennes,
antivirales et antifongiques (Golmakani et Rezaei, 2008).

De plus, le Thymus peut étre utilise comme antiseptique, antispasmodique, sedatif, stimulant,
pour gueérir les maux de téte et la fievre, pour soigner les infections et inflammations
pulmonaires, thoraciques, respiratoires et les infections dues au froid (Baba Aissa, 1990 ;
Rasooli et al., 2006; Haddouche, 2011). 1l est recommandé contre tous les types de faiblesse
et l'arthrite (Djerroumi et Nacef, 2004 ; Mayer, 2012).

D’ailleurs, en Europe, les applications du Thymus ont principalement porté sur les maladies

cardiovasculaires telles que [I'hypertension artérielle, les probléemes cardiaques, les
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palpitations, les hématomes, I'hypercholestérolémie et le diabéte (Sari¢-Kundali¢ et al., 2010;
Ertas et al., 2015).

Notamment, il est appliqué pour le traitement des maladies rénales telles que les calculs
rénaux, l'infection urinaire et pour un effet diurétique (Alarcon, et al., 2015). Il est intéressant
de noter que les plantes du genre Thymus sont également bonnes pour la santé des femmes.
Son usage est trés reconnu comme désinfectant dermique, soulage les blessures cutanées
superficielles, les plaies, traitement de l'inflammation de la peau, l'acné et I'eczéma (Gilca et
al., 2018).

En plus de ce qui précede, les plantes de Thymus aromatiques connues par leur odeur agréable
sont couramment utilisées en cuisine pour assaisonner les aliments et les boissons en raison de
leurs qualités gustatives et aromatiques. Aussi, le Thymus est utilisé comme un conservateur
afin de prolonger la durée de conservation des poissons durant leur stockage (Selmi et Sadok,
2008).

D’autre part, il entre dans la composition des produits cosmétiques. Son HE riche en thymol
est couramment utilisée pour la confection de savons, des produits de beauté, des parfums,
détergents et articles de toilette, produits d’hygiéne, et d’autres produits, (Saidj, 2007 ;
Bentayeb et Djemmal, 2014)

3. Description botanique de Thymus guyonii de Noé

Feuille de 5-7mm, tout au plus 2 fois plus longue que large non ciliées comportant des
glandes rougeétres. Calice glabre avec des glandes assez denses, genéralement non cilié ou
avec de tres petits cils. Fleurs blanches petites (5-6mm) en inflorescences courtes (1-2cm).
Corolle blanche, jusqu’a 7mm, Iégérement ciliée, avec des glandes rougeatres ce qui la
différencie de toutes les autres especes. Tiges plus ou moins prostrées rampantes. Pousse dans
les rocailles des montagnes du Sahara septentrional (Quezel et santa, 1963). (Figure 4)

3.1. Classification botanique de I’espéce Thymus guyonii

Selon (Mebarki, 2010 ; Madi, 2010)

Regne : Plantae (végétal)

Sous regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Embranchement : Spermaphytes (phanérogames)

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Astéridae

YV V V V V V V V

Ordre : Lamiales
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> Famille : Lamiaceae (Labiées)
> Genre : Thymus
> Espéce: Thymus guyonii

Figure 4. Photo des feuilles de 1’espéce Thymus guyonii (Zaghib, 2013).

4. Les métabolites secondaires des plantes

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétiseées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophe (Abderrazak et Joel, 2007).Elles
décrivent une vaste gamme de composes a structure chimique souvent complexe, trés
disperses et tres différents selon les especes des plantes, qui sont responsables des fonctions
périphériques, indirectement essentielles a la vie, telles que la communication intercellulaire,
la défense et la régulation des cycles catalytiques (Cuendet, 1999; Gravot, 2008).

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires classeés selon leur appartenance chimique en
trois groupes: les composés phénoliques, les composés azotés (les alcaloides) et les terpenes,
chacun renferme une trés grande diversité biologique (Macheix et al., 2005 ; Bruneton, 2009).
4.1. Métabolites secondaires isolés de genre Thymus

Les espéces du genre Thymus ont fait I’objet de nombreuses recherches phytochimiques en
raison de leur diversité, qui a permis la séparation d’un certain nombre de métabolites
secondaires, y compris les acides phénoliques, les flavonoides, les huiles essentielles
(terpénoides et autres composés), etc. dont le contenu varie selon les variations régionales,

climatiques, de séchage, de stockage et de méthodes de recherche (extraction et détection).
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4.2. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires vegétaux (Macheix et al.,2005).
Ils forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels, sont divisés en plusieurs
catégories: les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins qui
sont des produits de la polymérisation des flavonoides, les acides phénoliques, les
coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres considérables (Dacosta,
2003).

a. Les polyphénols

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous
les végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et Iégumes, les boissons (vin
rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les légumes secs. Les
fruits et légumes contribuent environ pour moitié a notre apport en polyphénols (Middleton et
al., 2000).

IIs sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance
cellulaire, la germination des graines et la maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006).
b. Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments jaunes, généralement polyphénoliques, trés répandus chez
les végétaux, ils sont responsables en particulier de la coloration des fleurs, des fruits et méme
des feuilles. Abondants chez les plantes supérieures, ils sont présents dans tous les organes
jeunes, feuilles et boutons floraux (Roux et Catier, 2007) dans les fruits, les légumes, les
graines, les boissons tels le thé et le vin rouge (Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006).

c. Les tanins

Les tanins sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau, de poids moléculaire compris
entre 500 et 3000 Dalton (Peronny, 2005), ayant en commun la propriété de tanner la peau,
c'est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la propriété de se combiner
aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant. Trés répandus dans le regne végétal ils
peuvent exister dans divers organes, mais on note une accumulation plus particulierement
dans les tissus agés ou d'origine pathologique. Ils sont localisés dans les vacuoles, quelque

fois combinés aux protéines et aux alcaloides (Roux et Catier, 2007).
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Cytotoxicité et génotoxicité

1. Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est I’ensemble des modifications qu’une cellule subit depuis sa formation
aprés la division d’une cellule mére jusqu’au moment ou elle a fini de se diviser en deux
cellules filles, ayant les mémes caractéres morphologiques et physiologiques de la cellule
mere (Figure 5).

Reéactrivation

34 h
4mn AN

6-8 h

Symthése d’ADN
24 ADN

Figure 5.Schéma représentatif des phases de la division cellulaire (Charmot, 2006).

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 repartissent entre les deux cellules filles (Meijer, 2003).

» Interphase : L’interphase se décompose en trois phases successives : la phase G1, la

phase S et la phase G2

- La phase G1: La phase G1 (Vient d'un mot anglais « GAP » =intervalle), est unintervalle
pendant lequel les cellules se préparent a la synthése d’ADN. Elles subissent une étape de
croissance pour avoir leurs tailles finales. Elles vont aussi, lors de cette étape travailler et
effectuer les différentes fonctions pour lesquelles elles sont programmées (Klug, 2006).

- La Phase S : La phase S correspond a la phase de synthése d'’ADN, ou une copie conforme
du matériel génétique de la cellule est générée. La réplication s'initie sur de nombreuses
origines conséquemment au recrutement de I'ADN polymérase par les complexes pré-
réplicatifs formés en G1 (Li et al., 2007).

11



Cytotoxicité et génotoxicité

- La Phase G2 : Comme la phase G1, elle représente une phase de croissance cytoplasmique.
La cellule prend du volume au maximum pour se préparer a une nouvelle division (Klug,
2006).
> Mitose : La mitose se déroule en quatre étapes caractéristiques qui sont la prophase, la
métaphase, I'anaphase et la télophase

- Prophase : Elle se caractéerise par la condensation de la chromatine en chromosomes, la
disparition de I'enveloppe nucléaire et l'apparition de fibres entre les 2 pbles cellulaires (Petit
et Julien, 2007).

- Métaphase : Tous les chromosomes sont bien orientés et alignés sur 1’équateur du fuseau
(plague métaphasique) par leurs centroméres (Meijer, 2003). Les microtubules attachés aux
kinétochores sont responsables de ce mouvement (Stansfield, 2003).

- Anaphase : Se caractérise par la séparation des deux chromatides sceurs (appelées a partir
de ce moment chromosomes) au niveau de leur centromere (Lodish et al., 1997). La transition
métaphase-anaphase requiert la dégradation proteolytique des molécules qui régulent
l'appariement des chromatides sceurs. Durant l'anaphase, les chromatides sceurs séparées se
dirigent en direction des deux pbéles du fuseau, qui eux méme s'éloignent l'un de l'autre
(Tomas., 2004).

- Télophase: dure de 15 a 60 minutes. Elle se caractérise par la formation d'un noyau, la
transformation des chromosomes en chromatine, la disparition des fibres, la division du
cytoplasme et la formation d'une nouvelle membrane plasmique, c'est la cytokinése (Elord et
Stansfield, 2003) (Figure 6).

12
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Figure 6. Différentes étapes du cycle cellulaire (Albert et al., 2002).

2. Définition de la cytotoxicité

La mort cellulaire par des effets endogenes et (ou) exogenes est appelée cytotoxicité, donc
I’effet qui meéne a la mort cellulaire est appelé effet cytotoxique. L’effet cytotoxique peut étre
physique, chimique ou biologique. Les substances chimiques et biologiques ou des agents
physiques peuvent provoquer une cytotoxicité en affectant les cellules a des degrés divers
(Istifli et 1la, 2019).

3. Les tests de cytotoxicité

Les tests de cytotoxicité sont parmi les premiers tests biologiques in vitro utilisés pour prédire
la toxicité de diverses substances dans différents tissus (Istifli et Ila, 2019). Ces tests ont été
mis au point comme méthode alternative a la manipulation sur les animaux (rongeurs, lapin,
cochon,...).

Le test de cytotoxicité permet la recherche d’un effet toxique sur un type cellulaire par une
méthode évaluant un parametre donné (croissance cellulaire, intégrité cellulaire, activité
fonctionnelle cellulaire...). Plusieurs méthodes d’étude de la cytotoxicité existent a ce jour ;
entre autres les méthodes fondées sur des perturbations de la perméabilité membranaire et les

méthodes fondées sur des altérations de la prolifération cellulaire (Ahou Kouame, 2009).
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4. Définition de la génotoxicité

La génotoxicité est la propriété de certains agents physiques, chimiques ou biologiques qui, si
les dommages ne sont pas réparés, détruisent I’information génétique des cellules et
provoquent des mutations irréversibles dans le matériel génétique. Ces agents sont appelés
mutagénes. Bien que la génotoxicité soit souvent confondue avec la mutagénicité, tous les
mutagenes sont génotoxiques, mais certaines substances génotoxiques ne sont pas forcement
mutagénes. Pour détecter ces molécules, les chercheurs recherchent des dommages a I’ADN
dans les cellules exposées a des substrats toxiques.

L’altération peut avoir des effets directs ou indirects sur I’ADN (Mateuca et al., 2006). Ces
altérations structurelles de I’ADN appelées lésions primaires impliquent principalement une
modification des bases constitutives de I’ADN ou des cassures affectant I’ADN, une perte de
réparation par excision, une réticulation, des sites de base instables, des mutations ponctuelles
et des aberrations dans la structure et le nombre des chromosomes, potentiellement nocifs
pour la sante. Des organismes exposés et leur descendance: mortalité embryonnaire,
malformations congénitales, des dysfonctionnements enzymatiques (Botta, 2006).

5. Les agents génotoxiques

Les agents génotoxiques sont divisés en trois différents groupes :

Les agents chimique: plusieurs produits chimiques qui provoquent des mutations (Winter et
al., 2000). Quatre groupes d’agents chimiques sont distingués :

-Les Analogue de base qui entraine la délétion, I’insertion ou la modification d’une ou
plusieurs bases d’ADN, comme le 5-bromouracil ou la 2-aminopurine (Cachot, 2009).

-Les intercalant tels que le bromure dethidium ou la proflavine sont des molécules a
géométrie plane qui peuvent s’insérer entre des paires de bases, provoquant une déformation
de I’ADN.

-Les agents de désamination qui génerent des mutations ponctuelles, mais aussi des mutations
plus larges et inactivatrices, comme 1’azoture de sodium (Le Blanc Louvry et al., 2012).
L’acide nitreux, qui conduit a la désamination de la cytosine ou de 1’adénine pour produire de
’uracile ou de I'nypoxanthine respectivement.

-Les agents alkylants capables de provoquer une méthylation, une éthylation ou une alkylation
au niveau des bases nucléotidiques notamment guanine (G) (Cachot, 2009).

Les agents physiques mutagenes comprennent les rayonnements ionisants et non ionisants
(Samouelian et al., 2009).

Les rayonnements ionisants a haute énergie, tels que les rayons X ou les rayons gamma,

peuvent causer des dommages importants aux molécules d’ADN, des ruptures de brins et des

14



Cytotoxicité et génotoxicité

dommages aux sucres et aux bases (Winter et al., 2000; Aftab et al., 2014). Les rayonnements
non ionisants, tels que la lumiére ultraviolette, provoquent la transition GC vers AT (Guiraud,
1993).

Les agents biologiques: certains agents biologiques, tels que les endoparasites, les virus
(Akcha et al., 2003). Les plasmides et les transposons, peuvent s’insérer dans I’ADN de la
cellule hote et perturber la séquence du génome, provoquant des mutations (David, 2013).

6. Les tests de génotoxicité

Les tests de génotoxicité et de mutagénicité ont pour but de mettre en évidence I’induction de
modifications considérées comme plus ou moins prédictives d’un potentiel mutagene, les plus
fréquemment utilisés sont les tests d’Ames, la mesure des adduits a I’ADN, les tests des
cometes, des micronoyaux, et le test des aberrations chromosomiques (Tarantini, 2009).

a. Le test des cométes

Le test des cometes (Figure 7) permet de détecter et mesurer des cassures simple et double
brin, au niveau de I’ADN ainsi que les sites abasiques instables en milieu alcalin et qui
génerent une cassure pour objet d’identifier les substances causant des dommages a I’ADN.
Cette technique est simple, rapide et sensible et nécessite trés peu de cellules ce qui permet de
miniaturiser les expériences. Par contre elle ne fournit qu’une estimation qualitative du

nombre de cassures (Tarantini, 2009).
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Figure7. Photographie de noyaux endommagés et d’un noyau non endommagé (Michel,
2011).

b. Test des adduits

La technique des adduits permet de détecter ces liaisons aux macromolécules comme I’ADN
(adduits a ’ADN) ou aux protéines (adduits aux protéines), lors de I’exposition de
I’organisme a des agents génotoxiques (Pilliere et Falcy, 1991). Cette méthode méme si elle
est trés sensible présente 1’inconvénient majeur de ne pas étre spécifique. De plus, les
réactions enzymatiques utilisées ne sont pas complétes ce qui géne ’aspect quantitatif de la

mesure (Tarantini, 2009) (Figure 8).
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Figure 8. Principe de la mesure des adduits BPDE-N2-dGuo par HPLC couplée a la
spectrométrie  de masse en mode tandem (HPLC/MS/MS) (Tarantini, 2009)

c. Test des micronoyaux

Cette technique repose sur I'utilisation de cytochalasine B, un inhibiteur de la polymérisation
des filaments d’actine nécessaire a la formation de 1’anneau microfilaments qui permet la
cytodiérese. La cellule se retrouve ainsi dans un état binucléé. Les chromosomes lésés par le
stress sont incapables de migrer vers les pbles durant de la mitose.

Ce test présente 1’avantage de mettre en évidence a la fois les 1ésions aneugeénes (anomalies
du nombre des chromosomes) et les Iésions clastogenes et constitue un biomarqueur d’effet

précoce qui semble aussi prédictif du risque de cancer (Tarantini, 2009) (Figure 9).

Agent Micronoyau

otoxique Effet
Aneugéne

Mlqzonovau

Effet
Clastogéne

&

Figure 9. Schéma de formation des micronoyaux (Berthelot et al., 2013).
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d. Test d’Ames

Le test d’Ames a été spécifiquement développé pour déterminer la mutagénicité induite par
les produits chimiques qui sont capable d’induiredes mutations chez une bactérie (Pilliere et
Falcy, 1991). Salmonella typhimurium qui ne peut pas croitre en absence d’histidine c’est-a-
dire elles sont auxotrophes pour I’histidine (Figure 10) (Tarantini, 2009).

Un extrait de foie de rat (S-9mix) est ajouté parce que les bactéries sont incapables de
métaboliser les produits chimiques par le cytochrome P450 comme les mammiféres et
certains vertébrés. Dans le test d’Ames le mutagene est défini comme un composé permettant
la réversion de la premiere mutation c’est-a-dire que les souches deviennent prototrophes,
(figure 10) (Guy, 2014).

Les résultats peuvent étre qualitatifs (absence ou présence de mutagénicité) ou quantitatifs. Ce
test est simple, rapide a réaliser et reproductible (Pilliere et Falcy, 1991) (Figure 10).

Mutagene -
Croissance des bactéries
A cause de la mutation
Extrait de foie | provoquer par le mutagéne

d’un rat

Pplate imcubate

- : T

T Milieu pauvre en
histidine

" plate mncubate

Seaimrella ] ~ - ~ - —

Tl irratericerss

| Contrale |

Figure 10. Principe d’application du test d’Ames (Maron et Ames, 1983).

e. Test des aberrations chromosomiques

Le test des aberrations chromosomiques consiste a examiner au microscope optique et déceler
des anomalies telles que des cassures de chromosomes avec ou sans délétion, des
modifications de structures et d’appariements, des erreurs survenues au cours de mitose
(échanges entre chromatides sceurs...). Cet examen se fait au cours de la métaphase de la
mitose. La fréquence des aberrations est évaluée sur 200 mitoses par lames de microscope.
L’augmentation de la fréquence des aberrations chromosomiques est prédictive de la survenue

de cancers (Bonassi 1995, Hagmar et al., 1998).
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Chapitre 3. Materiel et Méthodes



Matériel et méthodes

1. Matériel

Notre étude a pour objectif d’une part, ’évaluation de I’effet cytotoxique et génotoxique de ’extrait
aqueux de Thymus guyonii en utilisant le test d’Allium cepa et d’autre part I’évaluer ’activité
antioxydante et doser quelques métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides et
les tanins. 1l est & noter que le test A.cepa, a été accepté comme étant un test efficace par plusieurs
agences environnementales (USEPA 1996; Grant 1999; OECD 2006), et il a été utilisé pour évaluer
la génotoxicité de différents extraits et polluants environnementaux (Silveira et al., 2017)

1.1. Matériel végétale

Thymus guyonii est une espéce qui propage abondamment dans la région de Zelfana (wilaya de
Ghardaia), cette derniere se caractérisé par un climat désertique chaud. Aprés avoir récolté une
quantité suffisante de Thymus guyonii, les feuilles et les fleurs ont été séchées a I'ombre dans un
endroit sec et aéré pendant 7 jours. Aprés le séchage, I’échantillon est broyé avec un tamise jusqu’a
I’obtention d’une poudre de granulométrie homogene qui permet I’extraction d’un taux important
des composés. La poudre est conservée dans des sachets bien fermés

2. Méthodes

2.1. Extraction

100 g de la poudre végétale a été mis dans un dessiccateur avec une solution hydroalcolique (3v/1v)
(méthanol/eau distillée) pendant 48h, a ’abri de la lumiére. Aprés la filtration du macérat, il a été
mis pour évaporation dans un évaporateur rotatif sous vide jusqu'a I’obtention d’un liquide
concentré. L’extrait liquide obtenu a subi un séchage pendant 24h dans I’étuve réglée a 40°C

(Figure 11).

Figure 11. Les étapes d’extraction méthanolique de Thymus guyonii

19



Matériel et méthodes

2.2. Préparation des concentrations testées de I’extrait de Thymus guyonii

Apres avoir obtenu un extrait entierement sec, une concentration mere de 10 mg/ml a été préparée a
partir de laquelle différentes concentrations filles ont été testées (0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml,
2 mg/ml, 4 mg/ml) (Figure 12).

Figure 12. La préparation des concentrations

2.3. Test d’Allium cepa

Les plantes supérieures sont considérées comme de bons modeéles génétiques pour détecter les
mutageénes environnementaux et sont souvent utilisées dans la recherche scientifique. Parmi les
especes végétales les plus utilisées pour I’évaluation des dommages de I'ADN, on a I’Allium cepa
(Leme et Marin-Morales, 2009). L’Allium cepa est I'une des espéces comestibles du grand genre
(Allium), qui comprend plus de 700 espéces (Burnie et al., 1999).

2.3.1. Le test allélopathique

Les graines de I’Allium cepa ont été utilisées comme plante modéle pour évaluer le potentiel
allélopathique de I’extrait aqueux de la partie aérienne de Thymus guyonii. L'expérience a suivi un
plan expérimental comprenant quatre répétitions. Chaque répétition correspond a une boite de Pétri
(9 cm de diametre) contenant 25 graines. Les graines ont été disposées sur du papier filtre humidifié
avec 5 ml de I’extrait. Pour cela cinq concentrations de I'extrait (0.25, 0.5, 1, 2 et 4 mg/ml) ont été
évaluées. De l'eau distillée a été utilisée comme témoin négatif. Apres le traitement, les boites ont
été maintenues a température ambiante +2 °C dans une petite piéce a l'obscurité pendant 7 jours
(Figure 13).
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Figure 13. Test allélopathique sur les graines de 1’Allium cepa avec les différentes concentrations

de I’extrait aqueux de Thymus guyonii.

Le pourcentage de graines germées a été noté apres 24 heures d'exposition aux traitements, tandis
que la croissance de la partie racinaire a été déterminée a l'aide d'une régle aprés chaque 24 heures
d'exposition a I’extrait pendant 5 jours. Trois parameétres ont été évalués : pourcentage de
germination (PG), vitesse moyenne de germination (VMG), croissance des racines (RG) en mm,
selon Aragéo et al. (2015).

Pourcentage de germination (PG)

Nombre des graines germées
e PG(%)= ST % 100.
Nombre des graines totale

Vitesse moyenne de germination (VMG)

Nix Ti NIxTI+N2xT2+N3xT3+NixTi
o VMG - ,
Y'Ni N1 + N2 +N3 +Ni

Ni= Nombre de graines germé au jour i

Ti= Nombre de jour & partir du début de la germination jusqu’au jour i

> ni= N1+N2+N3+Ni= Nombre totale de graines germées.

2.4. Le test de cytotoxicité et génotoxicité

Pour évaluer la cytotxicité et la génotoxicité de I’extrait aqueux de Thymus guyonii, des graines de
I’Allium cepa ont été exposées dans les mémes conditions que celles décrite précédemment (test
allélopathique), toutes les graines ayant des racines dont la taille varie de 1-1,5 cm ont été récoltées
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et fixées dans une solution d'éthanol : acide acétique, puis stockées a 4 °C pendant au moins 24
heures.

Les lames ont été préparées par la technique de I'écrasement. Le noyau et les chromosomes ont été
colorés avec le réactif de Schiff (30 minutes a I'obscurité, a température ambiante) et les cellules ont
été colorées avec 2% d'aceétocarmine. Chaque lame a été préparée en utilisant un méristéme traité, et
cing lames ont été évaluées par traitement. 600 cellules ont été évaluées par lame, pour un total de
3000 cellules méristématiques observées par traitement. Les différentes phases de division
mitotique ainsi que les éventuelles altérations chromosomiques et nucléaires ont été observées et
enregistrées. Les parameétres de cytotxicité tels que I’indice mitotique (IM), et I’indice de phase (IP)
(prophase, métaphase, anaphase et télophase) ont été obtenus selon Aragdo et al. (2015).

Nombre totale de cellules en division
o IM (%)= x100.

Nombre de cellules examinées

Nombre totale de cellules en phase i
e IP (%)= P x100.

Totale des cellules examinées
Pour les parametres de geénotoxicité on a I’indice d'altérations chromosomiques (IA) qui a été
obtenu selon Aragao et al. (2015).
Nombre totale d’aberrations chromosomiques
o IA (%)= T%100.

Totale des cellules examinées

2.5. L’analyse phytochimique

2.5.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait a ét¢ déterminée en utilisant la méthode de Folin-
Ciocalteu. Pour cela, 200 ul d'extrait a différentes concentrations (0.5 mg/ml, 1 mg/ml) ont été
mélangés avec 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué a un rapport de 1:10. Apres 4 minutes, 800
ul de carbonate de sodium (Na.COs, 7,5%) ont été ajoutés au mélange. Le mélange a ensuite été
incubé a température ambiante et a l'abri de la lumiere pendant 2 heures. Ensuite, I'absorbance a été
mesurée a 765 nm par rapport a un blanc en utilisant un spectrophotométre UV (Maity et al., 2013).
Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Figure 14).
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¥ = 0,0642x + 0,203
R* = 0,986

Absorbance a 765 nm
'_I.

D T T T 1
o 10 20 30 40

Concentration de 1"acide galligue (mg/ml)

Figure 14. Courbe d’étalonnage des polyphénols réalisée a I’aide de 1’acide gallique

2.5.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été déterminée en utilisant la méthode colorimétrique du trichlorure
d'aluminium Pour cela, 1 ml d'une solution daluminium (AIClz, 2 %) a été ajouté a 1 ml de I’extrait
a deux concentrations (0.5 mg/ml, 1 mg/ml). Le mélange a été incubé pendant 10 minutes a
température ambiante, ensuite la lecture a été effectuée a 430 nm a l'aide d'un spectrophotometre.
Un blanc a été utilisé en utilisant 1 ml de (AICI3 + 1 ml d'éthanol) (Turkoglu et al., 2007). Les
résultats sont exprimés en microgrammes équivalents de la quercétine par milligramme d’extrait

(ug EQ/mg d’extrait) (Figure 15).

2,5 1
¥ = 0.0157x+0.2129
R*=0,9697 *

=]
I

=
n

Alsorbance 3430 nm
=

D T T T T T T 1
o 20 40 a0 a0 100 120 140

Concentration de la quercetine (pg/ml)

Figure 15. Courbe d’étalonnage des flavonoides réalisée a ’aide de la Quercitine.
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2.5.4. Dosage des tanins condensés

La quantification des tanins condensés a été déterminée selon la méthode de Schofield et al, (2001).
Cette technique est basée sur la formation d’un complexe rouge entre la vanilline et les tannins.
Pour cela 3 ml d’une solution de vanilline (4%) et 1.5 ml d’acide hydrochlorique concentré ont été
ajoutés a 400ul de chaque échantillon ou standard. Aprés 15 min d’incubation 1’absorbance est lue a
500 nm. La concentration des tanins condensés a été déterminée a partir d’'une gamme d’étalonnage
établie par la catéchine (0-400 pg/ml) et les résultats sont exprimés en microgramme équivalents de
la catéchine par milligramme d’extrait (ug ECT/mg d’extrait) (Figure 16).

0.2
0.18
y =0,0003x + 0,0414 ¢

0.16 R2=0,9659
0.14
0.12
0.1
0.08

0.06

Absorbance a 500 nm

0.04

0.02

0 100 200 300 400 500
Concentration de la catecheine en (ng/ml)

Figure 16. Courbe d’étalonnage des tanins condensés réalisée a 1’aide de la Catecheine

2.5.3. Activité antioxydant

L'activité anti-radicalaire de l'extrait a été évaluée par spectrophotométrie en utilisant la méthode du
piégeage des radicaux libres DPPH. Cette méthode est basee sur le principe selon lequel plus la
perte de couleur de la solution de DPPH est rapide, plus le composé testé est considéré comme un
antioxydant puissant (Belmokhtar, 2015). Le radical DPPH (DPPH+) est réduit par un donneur
d'hydrogéne (AH) pour former le radical DPPH-H (A-).

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de 1’extrait testé ainsi que de I’acide ascorbique
(référence) ont été ajoutés a 1950 pl de solution de DPPH préparée dans du méthanol. Un blanc a

été préparé en ajoutant 50 pl de méthanol & 1950 pl de la solution de DPPH. Aprés 30 minutes
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d'incubation a température ambiante et a l'abri de la lumiére, I'absorbance a été mesurée a une
longueur d'onde de 517 nm a l'aide d'un spectrophotometre.

Le pourcentage d’inhibition du DPPH est établi par I’équation suivante:

Activité anti radicalaire (%) = [(Ab controle — Ab échantillon)/Ab contréle] x100

Ab controle : I'absorbance du blanc.

L'activité antioxydant de Iextrait testé a été exprimée en ICsg, qui est défini comme la
concentration (en pg/ml) nécessaires pour inhiber 50% des radicaux du DPPH, le 1Cso de I’extrait a

été comparée par la suite au 1Cso de I’acide ascorbique (Figure 17).

I00
r= >
250 - ¥ 0,49291:+ 0,243
= R*=1
=]
- 200
LT ]
-
2 150
=]
=
£
= 100
=
-
50
o : : : : ; :
o 100 200 300 400 SO0 =10 0]
Concentration de I'acide Ascorbique en (pg/'ml)

Figure 17. Courbe de I’activité antioxydant réalisée a ’aide d’acide Ascorbique.

Concernant les analyses phytochimiques, chaque mesure a été effectuée en triplicate et la valeur
finale correspond a la moyenne des trois répétions pour chaque dosage.

3. L’analyse statistique

Les données ont été traitées a l'aide du logiciel (SPSS. 25), les données allélopathiques ont été
obtenus a partir de quatre répétions, alors que les données cytotoxiques et géenotoxiques ont été
obtenus a partir de cing répétions, les résultats ont été exprimés sous la forme de la moyenne £
I'écart-type (SD). Une analyse de variance a un facteur (ANOVA) suivie du test de comparaison

multiple de Dunnetta été utilisée pour comparer les moyennes a p < 0.05.
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Résultat et Discussion

Résultats
1. Evaluation de Iactivité allélopathique

Selon les résultats obtenus, nous avons observé que l'extrait aqueux de Thymus guyonii a un effet
variable sur les paramétres de germination de I'Allium cepa, tels que la vitesse moyenne de
germination (VMG) et le pourcentage de germination. L'effet de I'extrait varie en fonction des
concentrations testées, a savoir 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml et 4 mg/ml.

1.1. Pourcentage de germination

Le contrble a enregistré le pourcentage le plus élevé de graines germées, atteignant 93%. D’une
maniére générale, 1’extrait aqueux de Thymus guyonii a différentes concentrations a présenté un
effet allélopathique sur la germination des graines de I’Allium cepa. Une légére influence sur le
taux de germination avec les concentrations de 1 mg/ml et 2 mg/ml (74%, 59%) a été signalée.

Mais une diminution encore plus importante (hautement significative, p<0.01) a été constatée avec
les concentrations faibles (0.25 mg/ml et 0.5 mg/ml). En revanche, la concentration la plus élevée 4
mg/ml de I'extrait aqueux de Thymus guyonii a donné le pourcentage de germination le plus faible
parmi toutes les concentrations testées (14%, p<0.001) (Figure 18).
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pourcentage de germination (%o)
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Figure 18. Effet des différentes concentrations de I'extrait aqueux de Thymus guyonii sur

pourcentage de germination % (**p<0.01) (***p<0.001)
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1.2. La vitesse moyenne de germination

Les résultats de la vitesse moyenne de germination sont indiquées sur la figure 19, une légére
diminution est observée aux concentrations de 0.25 mg/ml, 1 mg/ml et 2 mg/ml, cependant une
forte diminution hautement significative (p<0.01) de la vitesse de germination a été constatée avec
la concentration 0.5 mg/ml et 4 mg/ml. (Figure 19). Ces résultats sont corrélés positivement avec
les résultats indiqués ci-dessus en ce qui concerne le pourcentage de germination notamment pour

les concentrations (0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml et 4 mg/ml) (Figure 19).
30 -
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(6]
1
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Figure 19. Effet des différentes concentrations de I'extrait aqueux de Thymus guyonii sur la vitesse

moyenne de germination VMG (jours) (**p<0.01).

2. Evaluation de P’activité cytotoxique

2.1. Etude de la taille racinaire

Les résultats indiqués dans la figure 20, révélent que la croissance des racines des graines de
IAllium cepa traitées avec les différentes concentrations de 1’extrait aqueux de Thymus guyonii
(0.25, 0.5, 1, 2 et 4 mg/ml) se poursuit pendant les cing jours (120 h) de traitement. Cependant, le
rythme de croissance est tres ralenti. Les tailles des racines étaient respectivement (5.58, 3. 93, 4.4,
3.05, 2.5 mm) comparées a celle du contréle (12 mm).

La diminution de la longueur des racines était hautement significativement (p<0,001) dans tous les
groupes sans exception et la réduction de la taille racinaire est supérieure a la moitie par rapport a

celle du groupe contréle. Cela implique que les concentrations testées sont a la fois inhibitrices et
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cytotoxiques. Comme indiqué dans la figure 20, l'inhibition de I'élongation des racines augment en

augmentant la concentration de I'extrait.
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Figure 20. Variation de la longueur racinaire en fonction des concentrations de 1’extrait aqueux de

Thymus guyonii aprés 5 jours d’incubation. (*p<0,001).

2.2. Etude de I’indice mitotique (IM)

Dans cette étude, ’indice mitotique a été évalué en comptant le pourcentage de cellules en mitose
dans les méristémes racinaires d’Allium cepa, ce qui permet d’estimer la fréquence des divisions
cellulaires dans ce tissu spécifique.

Le calcul de I'indice mitotique a permis de mettre en évidence I’effet cytotoxique de I’extrait
aqueux de Thymus guyonii sur les cellules méristématiques de I'Allium cepa a différentes
concentrations (0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/m, 2 mg/ml et 4 mg/ml) par rapport au contréle.

Le taux de division cellulaire varie en fonction des concentrations testées. La diminution de
I’élongation racinaire a été accompagnée par diminution de la division cellulaire mitotique,
cependant cette diminution n’est significative (p>0,05) et presque constante notamment chez les
groupes traités avec les concentrations (0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml et 2 mg/ml) de I'extrait
aqueux de Thymus guyonii, ou I’indice mitotique (IM) a diminué de 55% pour le groupe contrdle

vers 50% pour les groupes cités ci-dessus.
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Cependant une diminution significative a été notée a la concentration la plus élevée 4 mg/ml

(p<0,05), dont le taux de division a diminué jusqu’a 35% par rapport a celui du contrdle (55%)

(Figure 21).
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Figure 21. Indice mitotique pour les cinq concentrations de I’extrait de Thymus guyonii (*p<0.05)

2.3. L’indice de phase

Le tableau (2) présente la fréquence des différentes phases de la division cellulaire chez [’Allium
cepa, en fonction des cinq concentrations (0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 4 mg/ml)
testées par I’extrait aqueux de Thymus guyonii. On observe que l'extrait réduit le pourcentage de
cellules en métaphase et anaphase pour toutes les concentrations par rapport au contrdle. Cependant

nous avons remarqué une augmentation du pourcentage de cellules en télophase comparé au
contréle (Tableau 2).
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Tableau 2. Effet de I'extrait de Thymus guyonii sur la division mitotique de I'Allium cepa
(**p<0.01), (***p<0.001).

Concentrations | Interphase Prophase Meétaphase Anaphase Télophase IM
12.496+3.91 | 58.91+9.5
Contréle 44.43249.557 | 18.996+4.583 | 11.93+5.016 | 14.03+5.381 6 c
6.496+3.540* | 20.064+10.4 | 51.93+7.2
0.25 mg/mi 48.064+7.276 | 17.964+5.493 | 7.396+3.638 . 1 .
3.964+1.589* | 17.644+3.64 | 49.56216.
0.5 mg/ml 50.43+6.438 | 23.596+4.952 | 4.33+0.949** . o "
3.198+2.048** | 2.93+£1.480 | 19.264+5.04 | 51.764+5.
1 mg/ml 47.23+5.440 | 27.362+7.097
* **k* 9 43
3.498+1.158* | 19.028+4.40
2 mg/ml 48.23+4.222 | 24.96+7.149 | 5.132+1.538** . . 48.6+4.22
64.398+12.13 | 14.762+11.89 3.63+£1.301 35.6+12.6
4 mg/ml - 0 5.162+2.668** o 12.83+8.047 4

3. Evaluation de I’activité génotoxique

3.1. Etude de I’indice d'aberration chromosomiques 1A

Le test de génotoxicité a été réalisé afin d’évaluer I’impact de I’extrait aqueux de Thymus guyonii
sur la division cellulaire de I’Allium cepa. Les résultats ont révélé la présence de différentes
anomalies de la division cellulaire, dont la fréquence est exprimée par I’indice d’aberration
chromosomique.

L'évaluation de cet effet génotoxique a été réalisée en mesurant 1’indice d’aberration IA (%) qui
correspond au pourcentage des cellules avec un génome anormale aprés 24h d’incubation avec cing
concentrations différentes de I’extrait aqueux de Thymus guyonii (0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml,
2 mg/ml et 4 mg/ml).

A partir des résultats obtenus, nous avons remarqué que le taux des aberrations chromosomiques
dans les cellules de I’Allium cepa a augmenté apreés le traitement avec 1’extrait aqueux de 1’espece
étudiée, de sorte que, le taux daberration chromosomique augmente proportionnellement a la
concentration, en particulier a 4 mg/ml, la valeur de l'indice d'aberration chromosomique rapportée
étant de 19,31 % (*p<0,05) (Tableau 3). Et malgré que la concentration 4 mg/ml entraine une
diminution significative de l'indice mitotique, le taux d’aberration est extrémement élevé

(significatif) interprétant une division completement désordonnée.
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Sur la base de ces résultats, il semble que I'extrait aqueux de Thymus guyonii exerce un effet
génotoxique, ce qui entraine Il'apparition d'aberrations chromosomiques et une augmentation de

leurs fréquences (Figure 22).
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Controle 0,25 mg/ml 0,5mg/ml 1 mg/ml  2mg/ml 4 mg/ml

= = N N w
o (€3] o (6] o
1 1 1 1 1

lindice daberration (%)

(6]
1

o

Concentration (mg/ml)

Figure 22. Indice d'aberration chromosomique pour les cinq concentrations de I’extrait de Thymus
guyonii (*p<0.05).

3.2. Les type d’aberrations reconnues

L’examen des diverses aberrations chromosomiques révele que 1’adhérence (Stickness), le c-mitose
et le noyau allongé constituent les aberrations chromosomiques les plus rencontrées sur les 3000
cellules de I’Allium cepa étudiées dans chaque groupe, la fréquence de ces dernieres varie en
fonction de la concentration. D’autres types ont également été enregistrés tel que la fragmentation,
le chromosome vagabond et le micronoyau, mais leur fréquence est tres faible par rapport aux types
mentionnés précédemment. Sachant que le contrble a la plus faible fréquence d’aberrations

chromosomiques (4.80 %) (Tableau 3, Figure 23).
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Tableau 3.Fréquence des différents types d’aberrations chromosomique. (*p<0.05)

C- Micro Télo Multi . Noyau

Groupes mitose noyau pont ctoilé polaire Stickness allongé Fragement | Vagabond 1A
Controje | 0496 | 0.443: | 0553+ | 0.33¢ | 083 122+ | 0.386% 0.3862 0163+ | 4.80+
0335 | 0098 | 0422 | 017 | 067 0.381 0.098 0.098 0.165 2.43
0.25 0664+ | 1.73+ | 0698+ | 0164+ | 0.896+ | 3.096+ | 416+ 0.164+ 0.132+ 1}1'10
mg/ml | 0484 | 2222 | 1209 | 0165 | 0.825 3.089% | 4.636* 0.204 0217 | 3e5
05 1762+ | 053+ | 0.664+ | 0198+ | 1.098+ | 2166+ | 3.664+ 0.098+ 0.43+ 1gf1
mg/ml 2003 | 0544 | 0457 | 0217 | 0.584 1.390% | 2.814* 0.147 0.609 oo
1 2506+ | 0464+ | 1.73+ | 033+ | 1732+ | 353+ | 3.108+ 0.164+ 1.064+ 1ng
mg/ml | 0671 | 0950 | 1645 | 0311 | 1.140 1.282% | 1.103* 0.204 0.399 624
2 2364+ | 0398+ | 0.662+ | 0.564+ | 2,096+ | 2428+ | 1.796+ 0.398+ 0264+ | 1079
mg/ml 1243 | 0559 | 0314 | 0534 | 0862 0.871* | 0.943* 0.433 0.301 606
1031

4 1764+ | 1.032+ | 093+ | 0432+ | 1764+ | 573+ | 6.498% 0.164+ 0.098+ 2+
mg/ml 1122 | 1818 | 0481 | 0301 | 1.903 1198% | 2.769* 0.204 0147 | 1031

*

Figure 23. Les aberrations chromosomiques induites par les différentes concentrations de I’extrait
aqueux de Thymus guyonii. A: anaphase multipolaire, B: noyau allongé, C: pont chromosomique

(anaphase), D: adhésion chromosomique (Stickness), E: micro-noyau, F: c-mitose.
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4. Dosages des polyphénols et des flavonoides

Les tests phytochimiques qui ont été réalisés sur I’extrait de notre plante Thymus guyonii ont permis
de mettre en évidence la présence de certains groupes et I’absence d’autres métabolites secondaires.
La détection de ces composes chimiques était basée sur des essais des réactions colorimétriques, un
changement de couleur spécifique. Les résultats sont récapitulés au suivant :

Les résultats expérimentaux de tests phytochimiques (tableau 4) ont révélé la présence des
polyphénols 152,6 mg dans 1g et flavonoides 24,19 mg dans 1g. Cependant, I’absence de tanins
totaux.

Tableau 4. Criblage des Dosages des polyphénols, flavonoides et des tanins de I’extrait de Thymus

guyonii
Polyphénols totaux mg Flavonoides Totaux Tanins totaux
GAE/g mg Q/g mg CAT/g
Thymus guyonii 152,6 +10,09 24,19 + 0,66 00

5. L’activité antioxydante

L’évaluation de I’activité antioxydants de 1’extrait de Thymus guyonii a été au moyen du test de
DPPH.

Les résultats indiqués dans le tableau 5 sont relatifs a I’'ICsg (Concentration des molécules actives
nécessaires pour inhiber 50% des radicaux libres) de I’extrait méthanolique de Thymus guyonii, et
de I’acide ascorbique (référence). La valeur de I'ICs0=75x10%ug/ml de I’extrait testé est trés élevée
par rapport a celle de I’acide ascorbique 2 ug/ml ce qui refléte une activité antioxydant modérée.

Tableau 5. Criblage de L’activité antioxydant de 1’extrait de Thymus guyonii.

1Cs0 (Ug/ml) ECso APR
Thymus guyonii 4,57x10° +0,14 1,14+0.04 0,875+0,03
Acide Ascorbique 2+ 0,01 0.0005 2000
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Discussion

Le test Allium cepa a souvent été utilisé pour la détermination de la cytotoxicité et/ou les effets
génotoxiques de différentes substances (Grant, 1982). Il est considéré comme une procédure
standard pour un test rapide et la détection des niveaux de toxicité et de pollution dans
I’environnement.

Dans la présente étude, nous avons essayé de donner une caractérisation phytochimique de 1’extrait
méthanolique de Thymus guyonii ainsi qu’étudier la cytotoxicité et la génotoxicité de I’extrait
aqueux de I’espéce en question en utilisant le test de I’Allium cepa. Pour cela quelques parametres
ont été pris en considération notamment: effet allélopathique, I’élongation racinaire, ’effet sur
I’index mitotique et I’étude des aberrations chromosomiques.

Pour les raisons suscitées, nous allons présenter et discuter des résultats de certaines études
similaires portant sur la toxicite et la génotoxicité de Thymus guyonii sur les d’Allium cepa.

Effet allelopathique

Les résultats des effets allélopathiques de I’extrait aqueux de Thymus guyonii sur la germination des
graines d’Allium cepa, présentés dans Figure 18, indiquent que I’extrait de Thymus guyonii a
différentes concentrations a présenté un effet allélopathique sur la germination des graines de
I’Allium cepa, et le pourcentage de germination diminue en augmentant les concentrations de
I’extrait. Selon Awan et al. (2009) la germination des graines et la croissance des plantes de
plusieurs especes peuvent étre inhibées par d'autres espéces végétales qui produisent des substances
allelochimiques. Ces substances sont libérées par les plantes allélopathiques dans I'environnement
par I'exsudation des racines, la lixiviation par la rosée et la pluie, ainsi que la volatilisation ou la
décomposition des tissus végetaux (Rice, 1984). Ces composés produits par les vegétaux et
impliqués dans les phénomeénes d’allélopathie agissent comme des inhibiteurs des auxines et
gibbérellines qui sont des phytohormones responsables de 1’¢longation cellulaire chez les plantes
(Doré et al., 2004). A cet effet, ces especes allélopathiques peuvent étre utilisées comme des
bioherbicides pour la gestion des mauvaises herbes chose qui permet d’apporter a 1’agriculture un
grand succes (About et al., 2019). Dans notre cas une diminution du pourcentage de germination, de
la vitesse de germination ainsi que de I’élongation racinaire chez les graines de I’Allium cepa apres
avoir éte traitées avec les différentes concentrations de I’extrait aqueux de Thymus guyonii. Il parait
que 'extrait possede des propriétés allélopathiques et renferment des composés allélochimiques qui
ont affecté la germination des graines de I’Allium cepa. La présence des effets allélopathiques a été
déja notée chez plusieurs espéces appartenant a la famille des Lamiacées (Ashrafi et Rahnavard,
2008, Verdeguer et al., 2009), (Masoud et al., 2018).
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Elongation racinaire

L'analyse des résultats de 1’¢longation racinaire a montré qu’une augmentation de la concentration
de I'extrait entraine une diminution hautement significative de la longueur racinaire (p<0,001). Ces
résultats suggerent que les concentrations utilisées ont des effets a la fois inhibiteurs et
cytotoxiques, et que l'inhibition de I'élongation des racines augmente proportionnellement avec la
concentration de I'extrait aqueux.

De plus, I'extrait a non seulement inhibé I'élongation racinaire, mais il a également retardé la sortie
de la racine (diminution de la vitesse de germination). Des résultats similaires ont été rapportés par
Masoud et al. (2018), Oraon et Mondal (2020), ont également suggéré que la longueur des racines
diminuait avec l'augmentation de la concentration des extraits aqueux.

Les effets inhibiteurs sur lI'allongement des racines pourraient étre dus au contact direct des racines
avec l’extrait aqueux. Non seulement l'extrait aqueux, mais également leurs constituants, ont
également été signalés comme de puissants inhibiteurs de la germination des graines et de
I'allongement des racines (Zunino et Zygadlo, 2004).

La diminution de I’¢longation racinaire a été accompagnée par une diminution de la division
cellulaire mitotique chez les cellules de I’Allium cepa. Les allelochimiques peuvent réduire la
division cellulaire, il est présumé que lactivité mitotique des cellules est supprimée par les
allelochimiques des plantes, ce qui entrave le développement initial des cellules et inhibe donc la
germination des graines (Rice, 1985).

L’indice mitotique

L’indice mitotique, paramétre estimant la fréquence de la division cellulaire et considéré comme
indicateur de la cytotoxicitié (Truta et al.,, 2011). L’indice mitotique a été calculé a partir de
I’observation des mitoses de 600 cellules méristématiques de I’Allium cepa dans chaque pointe
racinaire. Le traitement des extrémités des racines avec ’extrait aqueux de Thymus guyonii de
différentes concentrations a montré une diminution progressive de 1’indice mitotique, cette
diminution augmente en augmentant la concentration de I’extrait. Cependant cette diminution n’est
pas significative (p>0,05) chez les groupes traités avec les concentrations (0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1
mg/ml et 2 mg/ml). Elle devient significative (p<0.05) a la concentration la plus élevée (4 mg/ml).
Selon (Hoshina, 2002) une réduction significative de 1’indice mitotique peut indiquer des
changements résultant de l'effet de I’extrait testé sur la croissance et le développement des
organismes exposes.

Une diminution de I’indice mitotique a été notée avec toutes les concentrations de 1’extrait aqueux
cela est traduit par un effet mitodépresseur de l'extrait exercé sur la division cellulaire de I’Allium

cepa. Cette inhibition du cycle cellulaire par des agents mitodépresseurs présents dans 1’extrait a
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été expliquée par le blocage de la phase G1 et par conséquent I'inhibition de la synthese de l'acide
désoxyribonucléique (ADN) (EI-Ghamery et al., 2000). Ou par un blocage de la phase G2 du cycle
cellulaire, empéchant ainsi les cellules d'entrer en mitose et au blocage de la synthése des
nucléoprotéines (Sudhakar et al., 2001). Selon Christopher et Kapoor (1988), la réduction de I’'IM
pourrait étre due a l'obstruction du début de la prophase, a l'arrét d'une ou plusieurs phases
mitotiques, ou au ralentissement du taux de progression cellulaire a travers la mitose.

La présence des effets cytotoxiques et antiprolifératifs a été approuvés chez plusieurs extraits des
plantes médicinales, ces propriétés sont souvent utilisées pour inhiber la multiplication anarchiques
des cellules tumorales (Konuk et al., 2007; Barman et al., 2020). Les études ont suggéré que la
diminution de la croissance des racines et de lindice mitotique signifiait un potentiel
mitodépresseur, inhibiteur, cytotoxique, d'apoptose cellulaire, de synthése altérée de la
nucléoproteine et d'inhibition de la synthese d’ADN (Rajneet et al., 2014 ; Trapp et Hister 2020 ;
Mayara et al., 2020).

Test d’aberrations chromosomique

De nombreux chercheurs ont utilisé le test Allium cepa pour évaluer le potentiel génotoxique des
plantes médicinales (Knoll et al., 2006 ; Fachinetto et al., 2007 ; Lubini et al., 2008 ; Fachinetto et
Tedesco, 2009). Il est considéré comme le test modele sensible qui identifie les altérations et les
aberrations chromosomiques causées par l'exposition aux substances génotoxiques. De plus,
I'espéce Allium cepa bénéficie de plusieurs avantages. Par ailleurs, I'espece Allium cepa présente de
nombreux avantages telles que la stabilité du caryotype, dont les phases mitotiques sont trés claires,
la réaction claire et rapide aux substances génotoxiques, de plus elle fournit des informations
importantes pour évaluer les mécanismes d'action d’un agent et ses effets sur le matériel génétique
(Leme et al., 2009).

Dans notre étude on note une augmentation des aberrations chromosomiques avec toutes les
concentrations testées par rapport au contréle, cette augmentation est significatif a la concentration
4 mg/ml (*p<0.05). Ces aberrations chromosomiques sont des altérations dans la localisation et la
structure des chromosomes résultant de rupture ou d'échange de matériel chromosomique. La
plupart de ces anomalies cellulaires sont mortelles, mais il existe également de nombreuses
variations apparentées qui peuvent engendrer des effets génétiques, somatiques ou héréditaires
(Raudsep et Chowdhary, 2016).

Les types d'anomalies observées étaient principalement : le C-mitose, ’adhésion chromosomique
(Stickness), I’'anaphase multipolaire, le micronoyau, le pont chromosomique, le noyau allongé, la
fragmentation chromosomique, la télophase étoilée et le chromosome vagabond. Selon Tirkoglu,

(2008) le pont chromosomique, I’adhésion chromosomique et la fragmentions chromosomique sont
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dus au dysfonctionnement de la chromatine. Les ponts entre chromosome et/ou chromatide
pourraient se produire pendant la translocation d'un échange inégal de chromatides ou en raison de
la présence de chromosomes dicentriques. L’adhésion chromosomique (Stickness) peut étre causée
par une liaison subchromatide entre les chromosomesou les chromosomes perdent leurs capacités
de mouvement. Cela peut aussi étre expliqué par l'adhésion physique des protéines
chromosomiques. Le C-mitoseest du a I'échec du fuseau chromosomique (Mesi et al., 2013). Selon
(Singh, 2003). Un effet clastogene est indiqué par la fragmentation chromosomique, tandis qu'un
effet aneugéne est indiqué par des chromosomes vagabonds, une adhérence chromosomiques et une
C-mitose.

Les résultats de I’analyse de la cytotoxicité provoquée par I’extrait méthanolique indiquée que les
effets génotoxique suggérent une interférence potentielle de 1’extrait testé avec les processus normal
de la mitose, a la fois sur le plan antimitotique et génotoxique.

L’analyse cytogénétique dans notre étude, a permet de détecter I’existence de différents types
d'aberrations chromosomiques dans les cellules d'Allium cepaa savoir, ’anaphase multipolaire, le
noyau allongé, 1’adhésion chromosomiques le pont chromosomique, le micronoyau et le C-mitose.
Les métabolites secondaires

Au meilleur de notre connaissance, il n’y a pas de littérature rapportée concernant la composition
phénolique de Thymus guyonii. Donc a travers cette étude, nous nous sommes intéressés a 1’étude
des composés phénoliques et du pouvoir antioxydant de 1’extrait Thymus guyonii qui été caracterisé
par la présence d’acides phénoliques et de flavonoides, qui sont en partie liés a son activités
biologiques.

Le test de DPPH a montré que I’extrait méthanolique de Thymus guyonii possede une faible
activité antioxydant avec un 1Cso= 4,57x10%ug/ml par rapport a celle de 1’acide ascorbique ICso= 2
pg/ml. L’activité antioxydant est due a la présence de polyphénols et flavonoides dans I’extrait de
I’espéce étudiée. Les composés phénoliques sont des substances naturelles dotées d'un potentiel
antioxydant connu, agissant dans la prévention ou la réduction du risque de cancer, de diabéte,
d'athérosclérose, de maladies coronariennes et de processus de vieillissement (Rufino et al., 2011).
Ainsi, l'activité antioxydant démontrée par I’extrait méthanolique de Thymus guyonii par le test du
radical DPPH peut étre attribuée a I'action des composés phénoliques notamment les flavonoides.
Selon (Silva et al., 2010) les composés phénoliques ayant une activité antioxydant, tels que les
acides hydroxycinnamiques, l'acide benzoique et les flavonoides, peuvent également présenter des
propriétés allélopathiques qui se traduit par un effet inhibiteur de la germination et I'élongation des
racines et la croissance de I'épicotyle des graines (Basile et al., 2000). Des extraits aqueux de

Chrysanthemum coronarium ont inhibé la germination des graines de Triticum durum, Zea mays,
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Sinapis arvensis et Phoenix canariensis de maniére dose-dépendante et ont démontré des effets
phytotoxiques sur la longueur de la radicule et de I'élongation de la pousse des espéces testées.
L’étude de (Fonseca et al., 2017) a montré que I’activté allelopathique de 1’extrait aqueux de
Smilax brasiliensis sur les graines de 1I’Allium cepa est due pricipalement au flavonoides et d'acides
phénoliques, tels que la rutine et l'acide chlorogénique. De plus l'extrait de Thymus guyonii a
également présenté une augmentation significative de la fréquence des cellules aberrantes. Les
polyphénoles présents dans [I’extrait testé ont des propriétés détergentes et peuvent se lier aux
membranes cellulaires, par conséquent, le fonctionnement cellulaire est affecté, ce qui peut
entrainer la mort cellulaire (Rizvi et Rizvi, 1992). L'un des facteurs qui peuvent amener les cellules
a activer les mécanismes de mort cellulaire (apoptose), se traduisant par une fréquence plus élevée

des aberrations chromosomiques, est la survenue de lésions non réparées de I'ADN.
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Conclusion

Des effets allélopathiques et toxiques significatifs de I'extrait de Thymus guyonii sur l'oignon
ont été observés. L'extrait de Thymus guyonii contient des substances bioactives telles que des
polyphénols et des flavonoides, qui sont probablement responsables du ralentissement et de
I'inhibition de la germination d'Allium cepa, en particulier a des concentrations élevées (2 et 4
mg/ml). Ces propriétés pourraient étre utilisées dans le domaine de lagriculture comme
bioherbicides "écologiques" pour le controle des mauvaises herbes. Des effets cytotoxiques et
génotoxiques ont également été démontrés. lls se manifestent par une inhibition de la
croissance des racines, une diminution de l'indice mitotique, ainsi que par l'induction
d'aberrations chromosomiques et de Iésions nucléaires. Cette efficacité cytotoxique et
génotoxique contre les cellules d'Allium cepa pourrait avoir des effets antitumoraux potentiels
dans le traitement du cancer. Cependant, il est important de souligner la necessité d'études
supplémentaires pour déterminer la nature des substances bioactives de I'extrait responsables

des effets cytotoxiques et inhibiteurs.
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Résumé

L’extrait de Thymus guyonii a été étudié afin d'analyser son teneur totale en polyphénols et
en flavonoides, son activité de piégeage des radicaux libres DPPH, son activité
allélopathique, cytotoxique et génotoxique. La teneur totale en polyphénols (méthode de
Folin-Ciocalteu) s'est révélée étre 152 mg EAG/g. La teneur totale en flavonoides (méthode
du Chlorure d'aluminium) a montré que la teneur totale en flavonoides est 24,24 mg EQ/g. La
teneur en tanins 0 mg CAT/g. L'étude a révélé que l'extrait aqueux de Thymus guyonii
présente un puissant effet allélopathique, en particulier a des concentrations élevées,
entrainant une réduction significative (4 mg/ml) de la vitesse de germination ainsi que du taux
de germination des graines d'oignon. De plus, il a été observé que I'extrait aqueux de Thymus
guyonii inhibe la croissance racinaire, réduit l'indice mitotique et augmente lindice
d'aberration chromosomique. Des altérations chromosomiques dans les cellules de I’Allium
cepa telles que: le C-mitose, Stickness, le pont chromosomique, les chromosomes
fragmentés, les chromosomes vagabonds, I’anaphase multipolaire, télophase étoileé, noyau
allongé et micronoyau ont été apparues. En conclusion, il est nécessaire de prendre en
considération I’effet cytotoxique de cette plante lors de son usage entant que plante

thérapeutique.
Mots-clés : Thymus guyonii, Allium cepa, allélopathique, cytotoxicité, génotoxicité, indice

mitotique et aberration chromosomique, polyphénols, flavonoides, Activité antioxydante,

phytochimique.
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Abstract

The extract of Thymus guyonii was studied to analyze its total content of polyphenols and
flavonoids, its DPPH free radical scavenging activity, its allelopathic, cytotoxic, and
genotoxic activities. The total polyphenol content (Folin-Ciocalteu method) was found to be
152 mg GAE/g. The total flavonoid content (aluminum chloride method) indicated a total
flavonoid content of 24.24 mg QE/g. The tannin content was 0 mg CAT/g. The study revealed
that the aqueous extract of Thymus guyonii exhibits a powerful allelopathic effect, particularly
at high concentrations, resulting in a significant reduction (4 mg/ml) in germination rate and
germination percentage of onion seeds. Furthermore, it was observed that the aqueous extract
of Thymus guyonii inhibits root growth, reduces the mitotic index, and increases the
chromosomal aberration index. Chromosomal alterations in Allium cepa cells such as C-
mitosis,  stickiness, chromosomal bridges, fragmented chromosomes, wandering
chromosomes, multipolar anaphase, starry telophase, elongated nucleus, and micronucleus
were observed. In conclusion, it is necessary to consider the cytotoxic effect of this plant

when used as a therapeutic plant.
Keywords: Thymus guyonii, Allium cepa, allelopathic, cytotoxicity, genotoxicity, mitotic

index and chromosomal aberration, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity,

phytochemical.
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