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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales jouent un réle essentiel dans la médecine traditionnelle et
alternative depuis des millénaires. Leur utilisation remonte a I'Antiquité, ou les civilisations
anciennes ont découvert les propriétés curatives de certaines especes végétales (Bodeker et al.,
2014). Aujourd'hui encore, les plantes médicinales continuent d'étre étudiées et utilisees pour leurs
nombreux bienfaits sur la santé humaine car ils sont riches en composés bioactifs, qui peuvent avoir
des effets benéfiques sur la santé humaine (Cragg et al., 2013).

Parmi ces composés, certains ont démontré des propriétés cytotoxiques et génotoxiques, ce
qui en fait des candidats prometteurs dans la lutte contre les cellules cancéreuses. Ces plantes
médicinales, utilisées dans le cadre de la recherche sur le cancer, offrent un potentiel pour le
développement de nouveaux agents thérapeutiques anticancereux (Goyal et al., 2016).

Les plantes médicinales bioactives sont également explorées pour leurs propriétés
allélopathiques. Certains de ces composés peuvent étre utilisés comme biopesticides, offrant ainsi
une alternative naturelle aux produits chimiques de synthése. Ces biopesticides a base de plantes
peuvent aider a controler les parasites et les organismes nuisibles de maniére écologique, réduisant
ainsi I'impact néfaste sur I'environnement et la santé humaine (Isman et al., 2006).

Ces constituants peuvent présenter a un certain degré de concentration une toxicité
intrinséque (Zekkour, 2008). Clematis cirrhosa est une plante médicinale appartenant a la famille
des Renonculacées. Elle est largement utilisée en médecine traditionnelle pour les douleurs
rhumatismales et comme agent diurétique (Chawla et al., 2012). Nous nous sommes s’intéresse
dans le présent travail, a 1’étude de I’activité allélopathique, cytotoxique et génotoxique de 1’extrait

aqueux de Clematis cirrhosa sur un modele végétal qui est I’Allium cepa.

La présente étude comporte trois parties
e La premiere est consacrée a une synthése bibliographique sur la plante choisie : la
description botanique et distribution, usages en médecine traditionnelle.
e La deuxiéme concerne la partie expérimentale : notamment la récolte, I’extraction du
mateériel végétal, ainsi que les protocoles décrivant les tests utilisés.
e Latroisieme partie est une description et interprétation des résultats obtenues.

e Ce travail s’acheve par une conclusion.
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Chapitre 1. Généralités
1. Généralité sur la famille des Ranunculacées

La famille des Ranunculaceae compte environ 60 genres et 2200 espéces. Les
Ranunculaceae sont des herbes ou des sous-arbrisseaux sarmenteux, leurs racines sont le plus
souvent composees de fibres épaisses ou de tubercules disposés en faisceau, leurs feuilles sont
alternées ou opposées, toujours simples et dépourvues de stipules, tant6t entiéres et découpées,
fréiqguemment élargies a leur base en forme de gaine. Da-Ching et al.(2015) a divisé les
renonculacées en cing sous-familles (Hydrastidoideae, Thalictroideae, Isopyroideae, Ranunculoideae
et Helleboroideae), principalement basé sur les caractéristiques chromosomiques et
florales(Tamura,1993).

2. Généralités sur le genre Clematis

Clematis, I’un des plus grands genres de la famille Ranunculaceae et également connu sous
le nom de pivoine clématite, est un genre denviron 355 espéces de renoncules, réparties
principalement dans les régions tempérees au nord de I'équateur terrestre, des lianes ligneuses
typiques. Les clématites jouent un réle important dans les jardins botaniques en raison de leurs
fleurs uniques, de leurs couleurs riches et de leurs tiges filiformes et sont considérées comme la
reine des plantes grimpantes (Beutler, 2014). Les plantes du genre Clematis font 1’objet de
multiples usages thérapeutiques traditionnels.

Les parties aériennes de diverses especes de Clematis, sont particulierement utilisées en
Europe et en Asie de I'Est comme diurétique, antipaludéen, antidote dans les morsures de serpents,
I'anti dysenterie et pour le traitement des rhumatismes, fiévre, infections oculaires, symptémes
gonorrhéiques, maladies osseuses, troubles cutanés chroniques, goutte et varicosité (Gruenwald,
2000 ; Chawla et al., 2012).

2.1. Description botanique

Ce sont des plantes grimpantes ligneuses, ou des plantes herbacées a feuilles pétiolées a
sessiles, opposées a la tige et principalement composées pennées ou bipennées avec trois a cing
folioles. Les tiges sont des ficelles comme une vrille (vrille pétiolée) et sont chargées de soutenir la
plante (Saber, 1954).

Les fleurs sont actinomorphes, solitaires ou en panicules de quelques a nombreuses fleurs,
peu visibles a voyantes, avec quatre a cing sépales ressemblant a des pétales (pas de vrais pétales),
séparés a légérement joints a la base, minces a coriaces, blanches ou de différentes couleurs,

pétaloides, valvées en bouton, s'étalant en forme de coupe (Quezel et Santa, 1963).
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La hauteur de la plante est de 3 a 6 metres, et elle préfére I'éclairage direct ou semi-
ombragé, et il est préférable d'irriguer la plante réguliérement, et c'est I'une des plantes résistantes a

la sécheresse (Dachenget al., 2013).

2 .2. Distribution géographique du genre Clematis dans le monde

Clematis existe dans la péninsule ibérique, la péninsule des Apennins, la péninsule
Balkanique, la Turquie, Amérique, la Méditerranée orientale, le Nord-Ouest de I'Afrique et la
Libye, distribué dans les régions tempérées au nord de I'équateur de la terre, Elle est d’origine
méditerranéenne du Portugal et le Maroc jusqu'a I'Asie Mineure , Himalaya (Tela botanica, 2011)
qui sont des vignes boisees typiques allant des régions tropicales aux zones glaciales et du niveau

de la mer aux hautes altitudes (Zhang et al., 2015)(Figure 1).

Figure 1. Répartition géographique du genre Clematis dans le monde (Anonyme)

3. Description botanique de I’espece Clematis cirrhosa

Clematis cirrhosa a été décrit en 1753 par Carl Linnaeus. Ces feuilles sont pendantes en
cloches, assez grandes (2.5 a 3 cm), fasciculées, simples, trifides ou tripartites avec des bords
entiers, lobés ou incisés-dentés solitaires (Quezel et Santa,1963) est une plante a tige sarmenteuse,
grimpante, presque glabre, feuilles fasciculées, tantdt simples, tantot trifides ou tripartites & bords
entiers, incisés-dentés ou lobés, fleurs blanches, grandes, penchées, solitaires, entourées d'un
involucre en forme de calice monosépale , sépales velus en dehors, glabres en dedans, pétales nuls,
réceptacle poilu, carpelles a aréte plumeuse (Figure 2). La floraison de cette plante commence de
Mars a Décembre (Quezel et Santa, 1963).
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Figure 2. Clematis cirrhosa (Benamar, 2020)

3.1. Distribution géographique de I’espece Clematis cirrhosa en Algérie

En Algérie, elle existe dans toute la zone bien arrosée du littoral Méditerranéen et propage
principalement dans les broussailles et les foréts (Skikda, Alger, Souk Ahras, Oran, Tiert) (Quezel
et Santa, 1963).
3.2. Classification botanique de ’espéce Clematis cirrhosa

Le genre Clematis a été publié pour la premiére fois par Carl Linné dans Species
Plantarum en 1753, la premiére espece citée étant Clematis viticella. Le nom du genre est bien
antérieur a Linné. Il était utilisé en grec classique pour diverses plantes grimpantes.

Tableau 1. Classification botanique de Clematis cirrhosa L selon Gurcharan (2004).

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Ranunculales
Famille Ranunculaceae
Sous-famille Clematideae
Genre Clematis L
Espéce Clematis cirrhosa L
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4. Utilisation des especes appartenant au genre Clematis en médecine traditionnelle

Vingt-six espéces du genre Clematis ont été traditionnellement utilisées en médecine pour
le traitement des maladies telles que les troubles nerveux, la syphilis, la goutte, le paludisme, la
dysenterie, les rhumatismes, I'asthme, comme analgésiques, anti-inflammatoires, diurétiques, anti-
tumorales, antibactériennes, anticancéreuses et contre les ampoules et comme cataplasme pour les
plaies et les ulcéres en phase de cicatrisation (Chawla et al., 2012).

Les utilisations traditionnelles des espéces de Clematis dans le traitement du cancer et des
maladies inflammatoires ont été validées par la pharmacologie moderne. Par exemple, C. chinensis,
C. mandshurica, C. microphylla, C. glycinoides, C. ligusticifolia et C. brachiata ont démontré une
activité anti-inflammatoire (Jangwan et Dobhal, 2008 ; Peng et al., 2009), tandis que C.
manshurica, C. montana et C. apiifolia ont montré des activités anticancéreuses (Fu et al., 2010 ;
Hsieh et al., 2011).

e L’espéce Clematis vitalba: La clématite des haies, appelée communément clématite vigne-
blanche est employée exclusivement en usage externe. Elle présente des effets veinotoniques et
antinévralgiques, tout en permettant de diminuer les douleurs rhumatismales, et elle peut étre
indiquée comme analgésique local (Pieroni et al., 2002).

e L’espéce Clematis tangutica: Le glucoside d'hérédagénine de Clematis tangutica a montré
une activité antimicrobienne in vitro (Zhizhi et al., 2003).

o L’espéce Clematis rehderiana: L'isovitexine 6"-O-E-p-coumarate, un flavonoide de
Clematis rehderiana, a montré une activité antioxydant (Du et al., 2010).

e L’espece Clematis erecta: est utilisée en médecine homéopathique pour les ulcéeres
cancéreux et nauséabonds. Elle est utilisée par voie orale pour soulager les douleurs rhumatismales,
les varices, la goutte et comme diurétique (Chawla et al., 2012).

e En médecine traditionnelle Algérienne, les tradipraticiens ont utilisé 1’infusion de Clematis

flammula comme un traitement de I'arthrite et des brdlures mineures (Atmaniet al., 2009).

5. Utilisation de I’espéce Clematis cirrhosa en médecine traditionnelle

Clematis cirrhosa L est utilisée pour soigner les brilures, la plante fraiche est utilisée pour
traiter la maladie dite blzelim (un type de sciatique) (Lahsissene, 2009). La clématite est une
source végétale de nombreux ingrédients actifs médicinaux et des métabolites spécialises peuvent
étre utilisés comme médicament pour désobstruer les canaux (Chohraetal., 2020).

Les racines, en cataplasme, sont vulnéraires et utilisées pour soigner les brulures. La
clématite est également indiquée dans les refroidissements, les maladies du foie et de la rate (Alaoui
et Laaribya, 2017).En Algérie, les feuilles en décoction sont utilisées pour soulager les douleurs

rhumatismales (Miara et al., 2019).
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6. Toxicite
Une étude approfondie a révélé que la protoanemonine et l'acide aristolochique présents
chez les espéeces de Clematis provoquent de graves effets toxiques, la protoanemonine est

extrémement irritante pour la peau et les muqueuses (Tilford, 1997).
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Chapitre 2. Cytotoxicité et génotoxicité
2. 1. Définition de la cytotoxicité

La mort cellulaire par des effets endogénes et (ou) exogénes est appelée cytotoxicité, donc
I’effet qui méne 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 cytotoxicite en affectant les cellules & des degrés divers (lstifli et
Ila, 2019).

2. 2. 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 1la, 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).

2. 3. Définition de la génotoxicité

La génotoxicité est un concept qui fait référence a la capacité d'une substance ou d'un agent
a endommager I'ADN (acide désoxyribonucléique) des cellules vivantes. L'ADN est la molécule qui
porte I'information génétique dans toutes les cellules et il est essentiel au fonctionnement normal de
I'organisme. Lorsque I'ADN est endommagé, cela peut entrainer des mutations génétiques et des
altérations dans la structure et la fonction des genes (De Flora etal., 2007).

Les agents génotoxiques peuvent étre des produits chimiques, des radiations ionisantes et
non ionisantes, des virus, des bactéries et d'autres agents environnementaux. Lorsqu'un agent
génotoxique entre en contact avec une cellule, il peut provoquer différents types de dommages a
I'ADN, tels que des cassures simples ou doubles brins, des altérations de bases et des liens covalents
entre les bases et I'agent génotoxique (De Flora et al., 2007).

Les effets de la génotoxicité peuvent varier en fonction de la nature de l'agent génotoxique
et de la cellule cible. Les effets les plus graves peuvent entrainer la mort cellulaire, la perturbation
de la réplication de I'ADN, la recombinaison génétique et la mutation.

Les mutations peuvent affecter la fonction cellulaire normale, y compris la régulation de la
croissance cellulaire et la réponse aux signaux environnementaux. Dans certains cas, les mutations

peuvent entrainer le développement de cancers et d'autres maladies chroniques (Natarajan ,1993).
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2. 4. Les tests utilisés dans la détection de la génotoxicité
Il existe plusieurs tests utilisés pour détecter la génotoxicité des substances, tels que :
2.4.1. Test de comet

Le test de comet, également appelé test de la queue de comeéte, est une méthode
couramment utilisée pour évaluer les cassures de I'ADN dans les cellules exposées a des substances
génotoxiques. Les cellules sont exposées a la substance testée pendant une période donnée, puis
enrobées dans une couche de gel. Les cellules sont ensuite soumises a une électrophorése, qui étire
I'’ADN des cellules en fragments (Fenech et al., 2011).

Les fragments d’ADN sont ensuite colorés et examinés sous microscope pour évaluer
I'étendue des cassures dans I'ADN. Les cassures de I'ADN se produisent lorsque les liaisons
chimiques entre les nucléotides de I'ADN sont rompues, ce qui peut entrainer des mutations
génétiques (Fenech et al., 2011).

Noyau non
endommagé

L

_L_,_J

Noyau légérement Noyau fortement
endommage endommage

Figure 3. Exemple des noyaux endommageés révélés par le test de cometes (Lemiére, 2004).

2.4.2. Test de micronoyaux

Le test de micronoyaux est une méthode couramment utilisée pour évaluer les cassures
chromosomiques et les aberrations chromosomiques chez les cellules exposées a des substances
génotoxique. Les cellules sont exposées a la substance testée pendant une période donnée, puis la
division cellulaire est arrétée et les cellules sont fixées (Bonassi et al., 2007).

Les noyaux des cellules sont ensuite colorés et examinés sous microscope pour détecter les
micronoyaux. Les micronoyaux sont des fragments de chromosomes qui se forment lorsque les

chromosomes se cassent pendant la division cellulaire et ne sont pas incorporés dans le noyau des
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deux cellules filles. La présence de micronoyaux est un indicateur de cassures chromosomiques
(Lorans, 2009).

Le test de micronoyaux est un test sensible et fiable pour évaluer la génotoxicité des
substances. Il peut étre utilisé pour évaluer les effets génotoxiques de différents types de substances,
y compris les produits chimiques, les médicaments, les radiations ionisantes et lesrayonnements
électromagnétiques. Le test de micronoyaux est également utilisé dans des études toxicologiques et
de cancérogénicité pour évaluer le potentiel cancérigéne des substances (Gauthier, 1989).

Fragments acentromériques
non rattachables
au fuseau mitotique

Lésions de TADN
induisant une
Agents cassure double-brin

clastogenes / \< g

Agents
Altérations des
protéines structurant

Fapparell mitotique

aneugences

Perte de
chromosomes
entiers

Figure 4. Principe du test de Micronoyaux (Larmarcovai et al., 2007).

2.4.3. Test des aberrations chromosomiques

Les aberrations chromosomiques comprennent les modifications du nombre de
chromosomes (gains et pertes) et les modifications structurelles (délétions, inversions et échanges).
Les chromosomes peuvent étre vus avec un microscope optique standard et bon nombre de ces
types d'aberrations peuvent étre vus Récemment, l'association de sondes d'’ADN marquées et de la
microscopie a fluorescence a permis d'observer tous les types d'aberrations et d'identifier les
chromosomes associés (Preston, 2014).

Cette méthode est basée sur le fait que la plupart des agents génotoxiques ont des
propriétés clastogenes et inclut I'étude des anomalies chromosomiques observeées sur les cellules en
métaphase aprés exposition aux mutagéenes. Ces anomalies sont le résultat de cassures de I'ADN, les
fragments peuvent rejoindre le chromosome a leur emplacement d'origine, a un autre endroit ou pas
du tout (Natarajan et al., 1984).
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2.4.4. Test d’Ames

Le test d’Ames est une méthode couramment utilisée pour évaluer la mutagénicité des
substances. Ce test utilise une souche de bactéries spéciales qui sont incapables de synthétiser un
acide aminé essentiel, I'histidine. Les bactéries sont exposées a la substance testée et cultivées sur
un milieu de culture sans histidine. Si la substance testée est mutagene, elle peut induire une
mutation dans les genes des bactéries, leur permettant de synthétiser de I'histidine et de se multiplier
sur le milieu de culture. Les bactéries sont ensuite comptées pour déterminer si la substance a causé

une augmentation significative de la frequence des colonies de bactéries (Pillco et Eduardo, 2014).
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Chapitre 3. Le cycle cellulaire
3.1. Généralités sur le cycle cellulaire : Le cycle cellulaire est la série de changements qu'une
cellule subite entre la formation & 14, la division de la cellule mére et le moment ou la cellule
achéve de se diviser en deux cellules filles par mitose, le cycle cellulaire comprend (Maillet, 2002) :
-Interphase

-Phase M ou mitose dans laquelle une cellule se divise pour produire deux cellules filles
strictement similaires.
1.1. Interphase : En général, la phase utérine correspond a la majeure partie du cycle, ce qui
décomposition en phases G1, S et G2 (Maillet, 2002) (Figure 5).

» Phases G1: ou la cellule synthétise les molécules d’ARN (ARNm, ARNr, ARNt) et assure

la production des protéines nécessaires a la croissance cellulaire.
» Phase S (synthese S) : correspondant a la réplication de 'ADN.
» Phase G2 : Cette phase prépare la mitose et se caractérise par des protéines motrices de la

condensation des chromosomes.

Interphase
‘K_\ B .d
} o Gy lacelule ' S:
A gvdnJv' ot réaliso | Héphcation
son métabolisme | de 'ADN ot
narmal | | duplicanon

les organites | des chromosomes
se duplique

La cellule grandn
ot se propare i
la mose

Figure 5. Les différentes phases du cycle cellulaire (krap, 1998).

1.2. La phase M ou mitose : le processus de division cellulaire comprend, une division nucléaire
(caryocinese), une division cytoplasmique (cytodiérése).
-Prophase : correspond a

¢ Division du centre d'organisation des microtubules (MTOC).

e Condensation chromosomique.

e Rupture de la membrane nucléaire.

e Deébut de la formation de tassas a I'extérieur de noyau.
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La prométaphase : se caractérisé par :

e La rupture compléte de I’enveloppe nucléaire.

e La formation du fuseau achromatique.

e Le début d’alignement des chromosomes.
Metaphase: est caractérisée par le rassemblement de tous les chromosomes sur la plaque
équatoriale. Le fuseau est constitué par un ensemble de microtubules (Karp ,1998) :

e Les microtubules de l'aster.

e Les microtubules polaires.

e Les microtubules kinétochoriens.
L’anaphase : correspond a la division des chromosomes en deux chromosomes identiques, qui sont
caractérisé par :

e Allongement des microtubules polaires.

e Raccourcissement des microtubules du centromeére.

e Migration des chromosomes vers la pile.
La télophase : est une période caractérisée par :

e Lafin est une Chemins de migration du chromosome au poéle.

e Ladisparition de fuseau.

e Dépolymerisation des chromosomes.

e Reconstruction de la capsule maculaire a partir du réticulum endoplasmique.

e Début de cytodiérese.

3. 2. Généralité sur I’allélopathie

Le terme allélopathie a été initialement introduit par Molish en 1937 pour décrire les
interactions biochimiques, a la fois bénéfiques et nocives, entre tous types de plantes ou micro-
organismes. Cette définition a évolué avec les recherches effectuées au cours du temps pour se
focaliser sur les effets négatifs, directs ou indirects, d’une plante sur une autre par la libération de
composés chimiques dans I’environnement.

La définition communément admise aujourd’hui désigne le phénomeéne écologique par
lequel une plante (ou un micro-organisme) influence le développement et la croissance d’autres
especes de plantes ou micro-organismes par la libération de métabolites secondaires, appelés
composés allélochimiques, dans I’environnement.

Les composes allélopathiques affectant les processus fondamentaux de la plante, soit la
photosynthése, la synthése des protéines, la production de la chlorophylle, les relations plante-
eau, la perméabilité membranaire, la devisions cellulaire, la germination et I'absorption de
nutriments (Einhellig, 1986 ; Ferguson et al., 2003; Newman et Miller, 1977).
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En outre, il est rapporté que les stress physiologiques et environnementaux peuvent moduler
I'allélopathie, de ce fait, il joue un grand réle dans 1’établissement et le maintien des communautés
vegétales (Walker et al., 2003 ; Ferguson et al.,2003 ; Bouton, 2005).

L’allélopathie est largement répandue dans les €cosystémes et joue un role important dans
I’allocation rationnelle des espéces, 1’entretien des foréts, la lutte contre les mauvaises herbes, la
lutte antiparasitaire et la prévention des maladies et contrdle (Peerzada et al., 2017 ; Siri-Udom et al.,

2017). Ce phénomene est un facteur déterminant les interactions entre les végétaux (Blanco, 2007).

lllustration de l'allélopathie

Figure 6. Illustration de I’allélopathie (Germain A et al., 2022).
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3. 3.Généralité sur les métabolites secondaires

De nombreuses plantes médicinales, tinctoriales ou aromatiques produisent une large
gamme de substances chimiques de structures différentes. Parmi ceux-ci, une distinction est
généralement faite entre les métabolites primaires et secondaires.

Les métabolites primaires sont dérivés du métabolisme primaire, qui représente tous les
processus fondamentaux vitaux pour les plantes, tels que la croissance ou la respiration. Les
métabolites primaires proviennent de ces réactions et sont des composants importants de la
machinerie moléculaire cellulaire (acides nucléiques, protéines, lipides et glucides)(Macheix et al.,
2005).

Contrairement aux métabolites primaires, les métabolites secondaires ne sont pas
directement produits lors de la photosynthese, mais sont synthétises a partir de métabolites
primaires et produits par des réactions chimiques ultérieures.

Les métabolites secondaires ne sont pas essentiels a la vie végétale, mais jouent un role
dans l'interaction des plantes avec leur environnement, assurant la pérennité des plantes dans leurs
écosystemes.

La formation de métabolites secondaires est généralement spécifique a un organe, un tissu
et une cellule et ce sont des composés de faible poids moléculaire. Les quantités et les types de ces
composes varient souvent entre les individus d'une méme population végétale. lls protegent les
plantes contre les stress biotiques (bactéries, champignons, nématodes, insectes ou paturage des
animaux) et abiotiques (température et humidité plus élevées, ombre, blessures ou présence de
métaux lourds) (Pagaré et al., 2015).

Il a été démontré que les métabolites secondaires ont de multiples effets biologiques,
fournissant une base scientifique a l'utilisation des herbes en médecine traditionnelle dans de
nombreuses communautés anciennes. Ils ont été décrits comme des antibiotiques, des antifongiques
et des antiviraux, donc capables de protéger les plantes des agents pathogénes. De plus, ce sont
d'importants composés absorbant les UV et préviennent ainsi les photos dommages graves des
feuilles. Certaines graminées, telles que les graminées de paturage telles que le tréfle ou la luzerne,
ont été notées pour exprimer des propriétés cestrogéniques et interagir avec la fertilité animale.
(Bennetts et al., 1946).

Aujourd'hui, ces métabolites secondaires constituent l'un des leviers d'une possible
intensification agroécologique, notamment en substituant les mécanismes naturels de défense des
plantes a l'utilisation d'intrants chimiques. D'un point de vue pharmacologique, les métabolites
secondaires constituent la fraction la plus active des composés présents dans les plantes, et on
estime qu'environ un tiers des médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins une

telle substance végetale (Newman et al., 2012).
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3.1. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des plantes sont un groupe trés large de composes, souvent
classés en fonction de leurs voies de biosynthese. Trois grandes familles moléculaires sont
généralement considérées : les composés polyphénoliques, les terpénes et les stéroides, et les
composés azotés ou alcaloides (Guignard et al., 1985) (Bruneton, 1999). Chacune de ces classes
regroupe une tres large gamme de composés a trés large spectre d'activité en biologie humaine
(Bruneton, 1993) :
- Composes phénoliques
- Terpénes
-Alcaloides
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1. Matériel et méthodes
1.1. Matériel végétale

Clematis cirrhosa est une espéce qui propage abondamment dans la région de jean d’arc
(wilaya de Skikda) cette derniere se caractérise par un climat méditerranéen humide.Apres avoir
récolté une quantité suffisante de Clematis cirrhosa, les feuilles et les fleurs ont été séchées a
I'ombre dans un endroit sec et aéré pendant 32 jours.

Apres le séchage, I’échantillon est broyé avec un tamise jusqu’a 1’obtention d’une poudre
de granulométrie homogéne qui permet 1’extraction d’un taux important des composés. La poudre
est conservée dans des sachets bien fermés. L’espéce a été identifiée et récoltée par Dr. Sakhraoui N
(Botaniste & notre département).

1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction

100 g de la poudre végeétale a été mis dans un dessiccateur avec 1L de méthanol pendant
48h, a I’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 29h dans 1’étuve réglée a 40°C (Figure 7).

Plante, Plonte +méthanol, Fltrotion, Extroction, Extroit

Figure 7. Les étapes de I’extraction méthanolique de Clematis cirrhosa.

1.2.2. Préparation de la gamme de concentrations testées de I’extrait de Clematis cirrhosa
Aprés avoir obtenu un extrait entiérement sec, une concentration mere de 10 mg/ml a été
préparée a partir de laquelle différentes concentrations filles ont été testées (4 mg/ml, 2 mg/ml, 1

mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg /ml) (Figure 8).

Figure 8. Les concentrations préparées de 1’extrait du Clematis cirrhosa dans le laboratoire.
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1.2.3.Test allélopathique

Les graines de I’Allium cepa ont été utilisées comme plante modele pour évaluer le
potentiel allélopathique de 1’extrait aqueux de la partie aérienne de Clematis cirrhosa. L'expérience
a suivi un plan expérimental comprenant quatre répétitions. Chaque répétition correspond a une
boite de Pétri (9 cm de diamétre) contenant 25 graines. Les graines ont été disposees sur du papier
filtre humidifi¢ 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 I'eau distillée a été utilisée comme témoin négatif. Apreés le traitement, les boites ont été
maintenues a 24 + 2 °C dans une chambre de croissance a l'obscurité pendant 7 jours de
I'expérience (Narwal et al., 2008). Le papier filtre était maintenu humide en ajoutant 5 ml d'eau
distillée lorsque nécessaire (Figure 9).

Figure 09. Test allélopathique sur les graines de 1I’Allium cepa avec les différentes concentrations

de I’extrait de Clematis cirrhosa.

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 regle aprés chaque 24
heures d'exposition a 1’extrait pendant 5 jours, conformément a Narwalet al. (2008). Trois
parameétres ont été évalués : pourcentage de germination (PG), le temps moyenne de germination
(TMG), croissance des racines en mm, selon Aragao et al., (2015).

e Le taux de germination (TG)

nombre de graines germées
TG(%)= B 2

, %100
Graines totles

e Letemps moyen de germination TMG

Y TiNi

TMG=
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Ti= nombre de jours apres le début de 1’expérience.
Ni= nombre de grains germé ce jour-la.

S= nombre total de grains germees.

1.2.4. Le test de cytotoxicité et génotoxicité

Pour évaluer la cytotoxicité et la génotoxicité de I’extrait de Clematis cirrhosa, des graines
de I’Alliumcepa 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
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 min a lI'obscurité, a température ambiante) et les cellules
ont été colorées avec 2% d'acétocarmine.

Chaque lame a été préparée en utilisant un méristeme traité, et cinq 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 parametres de cytotoxicité tels
que I’indice mitotique (IM), et I’indice de phase (prophase, métaphase, anaphase et télophase) ont
été obtenus selon Aragdo et al., (2015).

Nombre totale de cellules en division

e IM (%)= . x100
Nombre de cellules examinées

Nombre de cellules en division dans chaque phase (P, M, AouT)
e IP (%)= %100
Nombre des cellules examinées

Pour les parameétres de génotoxicité on a 1’indice d'altérations chromosomiques (IA) qui a été

obtenu selon Aragdo et al., (2015).

Nombre totale d’aberrations chromosomique
e IA (%)= %100
Nombre totale des cellules examinées

1.2.5. L’analyse phytochimique
a. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait a été déterminée en utilisant la méthode de
Folin-Ciocalteu.

Pour cela, 200 pl d'extrait a différentes concentrations (0,5 mg/ml, 1 mg/ml) ont été

mélanges avec 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué a un rapport de 1 :10. Aprés 4 minutes, 800
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ul de carbonate de sodium (Na,CQOg3, 7,5 %) ont été ajoutés au mélange. Le mélange a ensuite été
incubé a température ambiante et a I'abri de la lumiére pendant 2 heures. Ensuite, I'absorbance a été
mesurée a 765 nm par rapport a un blanc en utilisant un spectrophotomeétre 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 10).
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Figure 10. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

b. 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 d'aluminium (AICIs, 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 spectrophotomeétre. Un blanc a été utilisé en utilisant 1 ml de
(AICI3 + 1 ml de méthanol) (Turkoglu et al., 2007). Les résultats sont exprimes en microgrammes

équivalents de la Quercetine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Figure 11).
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Figure 11. Courbe d’étalonnage de la Quercetine.
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c. L’activité antioxydante

L'activité anti-radicalaire de I'extrait a été évaluée spectrophotométriquement en utilisant la
méthode du piégeage des radicaux libres DPPH. Cette méthode est basée 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 antioxydante 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 1’acide
ascorbique 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 a 1950 pl de la solution de DPPH. Aprés 30 minutes
d'incubation a température ambiante et a I'abri de la lumiére, I'absorbance a été mesurée a une
longueur d'onde de 517 nm a l'aide d'un spectrophotométre.

Le pourcentage d’inhibition du DPPH est établi par I’équation suivante :
(Ab controle — Ab échantillon)

Activité anti radicalaire (%) = x100
Ab controle

Ab controle : I'absorbance du blanc.
L'activité antioxydante de I’extrait testé a été exprimée en ICsp, qui est defini comme la

concentration (en pg/ml) nécessaires pour inhiber 50% des radicaux du DPPH, le ICsp de 1’extrait a

été comparée par la suite au ICsg de ’acide ascorbique (Figure 12).

300 -+

250 - y= 0,4F\?29§ ‘:|I-' 0,243
e =
c
I~ 200
Lo
]
g 150
=
]
g
S 100
=
<

50
O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Concentration de I'acide Ascorbique en (ng/ml)

Figure 12.Courbe d’étalonnage de 1’acide Ascorbique.
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d. 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. 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.

Apres 15 minutes 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
ug/ml) et les résultats sont exprimés en microgramme équivalents de la catéchine par milligramme

d’extrait (ug ECT/mg d’extrait). (Figure 13).
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Figure 13. Courbe d’étalonnage de catéchine.

Il faut signaler que toutes les analyses phytochimiques, chaque mesure a été effectuée en triplicate
et la valeur finale correspond a la moyenne des trois répétions pour chaque dosage.
1.2.6. 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 génotoxiques 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 Dunnettété utilisée pour comparer les moyennes a P < 0,05.
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2. Résultats et discussion
2.1. Résultats
2.1.1. Evaluation de P’activité allélopathique de I’extrait agueux de Clematis cirrhosa
a. Pourcentage de germination

Les résultats relatifs au pourcentage de la germination illustrés dans la figure 14, ont
montré que 1’extrait aqueux de Clematis cirrhosa implique un effet inhibiteur de la germination des
graines de I’Allium cepa, uniquement & des concentrations plus au moins fortes (2 mg/ml et 4
mg/ml), la réduction du pouvoir germinatif était significative a 4 mg/ml, 27% (p<0.05).

Le pourcentage de germination dans les autres groupes traités avec les concentrations (0.25
mg /ml, 0.5 mg/ml et 1 mg/ml) était presque identique a celui du contréle, et méme supérieur, la
germination maximale a été enregistré a la concentration 0.25 mg/ml et 1 mg/ml dont le

pourcentage était respectivement 94% et 93% compareé a celle du controle 90%.
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Pourcentage de germination (%)

Figure 14. Pourcentage de germination pour les concentrations avant et apreés le traitement par
I’extrait Clematis cirrhosa, *p<0.05.

b. Temps moyen de germination

Le temps moyen de germination (TMG), la rapidité de la germination était exprimée par la
valeur du temps moyen de germination (TMG), c'est-a-dire que plus la valeur du TMG est faible,
plus la germination est précoce. L'analyse de variance des données a révélé que I’extrait de
Clematis cirrhosa a un effet significatif sur le TMG de I’Allium cepa (P<0.05).

Le temps moyen de germination a augmenté de 2.55 jours chez le contrdle a 4 jourspresque
pour les groupes traités avec les concentrations (0.25, 0.5, 1 et 2 mg/ml) de I’extrait aqueux.

Cependant une forte diminution du temps moyen de germination de I’ordre de 1.67 jours a été
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constaté avec la forte concentration 4 mg/ml, cela est étroitement lié a une forte diminution du
nombre de graines germés (Figure 15).

La rapidité (vitesse) de germination des plantes est un parametre important dans les
modeles de compétition entre cultures et mauvaises herbes. Par conséquent, 1’utilisation des extraits
qui peuvent retarder la germination des graines de mauvaises herbes peut étre bénéfique pour les

agriculteurs et une bonne alternative aux pesticides.

* *
*
| | *
Contréle 0.25mg/ml 0.5mg/ml 1mg/ml  2mg/ml 4 mg/ml
Concentrations (mg/ml)

TMG (jours)
N w ES

=
1

Figure 15. Effet des différentes concentrations de I'extrait de Clematis cirrhosa sur le temps moyen
de germination, *p<0.05.

2.1.2. Evaluation de P’activité cytotoxique

L’estimation de I’effet cytotoxique de I’extrait aqueux de 1’espéce Clematis cirrhosa a été
réalisée en prenant en considération deux parametres, a savoir 1’élongation racinaire des graines de
I’oignon pendant cinq jours ainsi que le taux de division mitotique dans le tissu méristématique des
racines de 1’oignon.

a. L’élongation racinaire

La croissance racinaire des graines de I’Allium cepa a été suivie apres avoir été traitées
avec différentes concentrations de I’extrait aqueux de Clematis cirrhosa et cela pendant cing jours.
Les résultats indiqués dans le tableau 2 montrent une diminution hautement significative (p<0.01)
de la croissance racinaire des graines de 1’oignon avec toutes les concentrations testées des le
quatrieme et cinquiéme jour de traitement.

Notant que cette diminution est supérieure a la moitié par rapport au contréle. La longueur
maximale atteint 10 mm au cinquiéme jour pour le groupe contréle, sinon pour les groupes traités
avec les concentrations (0.25, 0.5 et 1 mg/ml), la longueur racinaire moyenne au cinquiéme jour est
de I’ordre de 4 mm presque. Parmi toutes les concentrations testées la concentration 2 mg/ml a

montré la valeur la plus faible (3.15 mm).
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Tableau 2. Variation de la longueur racinaire selon les concentrations testées de I’extrait aqueux de

Clematis cirrhosa, **p<0.01.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5
Contrdle 1.5+0.5 1.57+0.05 3.58+0.37 7.04+0.95** 10.01+0.86**
0.25 mg/ml 0+0 0.75+0.21 1.21+0.20 1.57+0.11** 4.37+0.26**
0.5 mg/ml 0+0 0.37+0.30 1.25+0.3 1.56+0.11** 4.97+0.52**
1 mg/ml 0+0 0.56+0.45 1.36+0.34 1.7+0.22** 3.84+0.19**
2 mg/mi 0+0 0+0 2.75+0.6 2.88+0.89** 3.15+£0.41**
4 mg/ml 0+0 1.5+0.6 1.87+0.5 3.18+0.45** 4.04+0.33**

b. L’indice mitotique

L’indice mitotique (IM%) s’exprime par le nombre total de cellules en division dans le

cycle cellulaire, cet indice est utilis¢é comme paramétre pour évaluer la cytotoxicité d’un composé

donnée, soit par diminution ou par augmentation.

Dans notre cas I’indice mitotique est utilisé pour déterminer la cytotoxicité de I’extrait

aqueux de Clematis cirrhosa sur le cycle cellulaire de I’Allium cepa.Par rapport au témoin négatif

(IM=62.38), D’extrait test¢ a induit une diminution de la division cellulaire dans le tissu

méristématique de I’Allium cepa, cette diminution et relativement faible a la plus faible

concentration 0.25 mg/ml (53.14%, non significative), cependant cette diminution devient

significative (p<0.05) a partir de la concentration 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml et 4 mg/ml, dont

I’indices mitotiques sont respectivement 42,81%, 41,25%, 46.92% et 43.60% (Figure 16).

1 mg/ml

Concentrations (mg/ml)

2 mg/ml

| * * * *
;@50-
540-
— 30 -
20 -
10 -
0

Contréle 0.25 mg/ml 0.5 mg/ml

4 mg/ml

Figure 16. L’indice mitotique pour les différentes concentrations de I’extrait Clematis cirrhosa.
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L’analyse cytogénétique des différentes phases de la division cellulaire a montré que
I’extrait aqueux de Clematis cirrhosa, a affecté le déroulement régulier de certaines phases
également (Tableau 3), de sorte que la fréquence de la métaphase chez les cellules méristématiques
a diminué considérablement (diminution hautement significative, p<0.01) a toutes les
concentrations testées vers une moyenne de 3% par rapport au groupe controle (9,69%).

Une légére diminution, non significative (p>0.05) de la fréquence des cellules en prophase
et télophase a été notée a toutes les concentrations par rapport au groupecontréle. Cette diminution
est accompagnée par une augmentation de la fréquence des cellules interphasiques notamment a la
concentration 0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml et 4 mg/ml.

Tableaux 3. L’effet de ’extrait de Clematis cirrhosa sur la division cellulaire de [’Allium cepa,

*p<0.05.

Interphase Prophase Meétaphase Anaphase Télophase IM (%)
Contréle 37.66£3.01 21.66+6.26 9.69+1.79 8.53+1.86 22.43+4.53 62.32+£7.25
0.25 mg/ml 46.83+8.91 20.36+3.76 3.36+1.00** 10.06+2.42 19.36+5.42 53.15+9.06
0.5 mg/mi 57.16+£5.52* 14.46+2.77 2.69+2.12** 8.13+3.16 17.53+4.39 42.81+12.38
1 mg/ml 58.2+14.88* 13.92+5.41 3.26+1.78** 10.26+5.37 13.79+5.52 41.25+12.91
2 mg/mi 54.06+£11.22* | 18.09+5.37 2.16+1.85** 6.99+0.95 19.66+5.91 46.92+11.28
4 mg/ml 56.39+4.55* 15.13+1.63 2.92+1.28** 8.59+2.45 16.95+2.90 43.60+12.10

2.1.3. Evaluation de ’activité génotoxique
a. L’indice d’aberration chromosomique

L'examen microscopique du tissu méristématique des racines d'Allium cepa L a révélé que,
par rapport au contrble, l'extrait aqueux de Clematis cirrhosa a induit plusieurs anomalies
mitotiques. L’indice d’aberration chromosomique a augmenté fortement (augmentation trés
hautement significative, (p<0.001) a toutes les concentrations testées (Figure 18), cependant
I’augmentation n’est pas vraiment dépendante la concentration. De sorte que ’indice d’aberration le
plus élevé a été enregistré a la concentration la plus faible 0.25 mg/ml, cela est parfaitement corrélé
avec le pourcentage des cellules en division, ou la concentration 0.25 mg/ml a montré le taux le plus

élevé apres le contréle.
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Figure 17. Indice d’aberration chromosomique pour toutes les différentes concentrations avant et
apres traitement de Clematis cirrhosa sur I’ Allium cepa, ***p<0.001.

b. Types d’aberrations chromosomiques détectées

C’est un paramétre a travers lequel tous les types d'aberration peuvent étre identifiés.
L’analyse cytogénétique des cellules d’Allium cepa aprés 24h de traitement par 1’extrait aqueux de
Clematis cirrhosa a montré qu'il existe de nombreux types d'aberration chromosomique, néanmoins
une certaine connaissance en cytogenétique est absolument nécessaire pour pouvoir identifier les
différents types d’anomalies rencontrées.

Plusieurs types d’anomalies chromosomiques ont été rencontrés dans notre étude, tels que
le pont chromosomique, les chromosomes collants, le micronoyau, le c-mitose, le chromosome
vagabond auxquelles s’ajoutent des 1ésions nucléaires tels que les noyaux allongés. Cependant les
chromosomes collants (Adhésion chromosomique) et les noyaux allongés représentent le plus grand
pourcentage d’aberration chromosomique dans les cellules d’Allium capa (Tableau 4) par rapport au

controle ou les aberrations chromosomiques sont presque inexistantes.

Tableau 4. Fréquence des différents types d’aberrations chromosomiques, ***p<0.001.

Adhésion . . . Pont Vagabon
chromoso NoyaU)’( Micro C mitose Mu'.t' Te!o Aqapha_se . | Chromos d 1A (%)
- allongé noyaux polaire étoile déséquilibré :
mique omique
+ + + + +
Contréle | 0.33+0.19 0'265_0'4 0'132_0'1 0+0 0'0354_0'0 0'092_0'1 0.064+0.07 0'095;_0'1 0.29+0.12 | 1.30+0.08
0.25 11.6x2.4* | 44.9+0.8 | 2.49+1.0 | 0.96x0.8 2.62+1.72 3.83+1.0* | 2.06+1.05 | 32.30+1.85
mg/ml **6 5*** 6*** 7 2'2610'51 *kk 1'8610'66*** **4 *k*x *kk
0.5 7.19+2.73 | 3.56+0.7 | 0.63+0.3 | 1.06+0.7 3.43+2.03 2.99+1.27 22.70+1.41
mg/ml ot A 3 6 0.99+0.55 o 1.13+1.10%** ot 1.69+0.82 o
+ + + + + + +
1 mg/ml | 7.09£3.45 3.;&3;1.5 0.695_0.8 0.499_0.6 1494106 1.2(112.80 17341 05%+* 3.53;1.98 1.6?;1.17 21.23;1.35
7.03£2.47 | 2.36%1. 1.03+0.7 43%0. 1.79+1.4 2.23+0.97 18.03£1.12
2 mg/ml Oi** ii**o 0310 0 3605 1.39+0.50 i** 0 0.95+0.79 129 0.79+0.60 803**
7.83+2.08*
+ + + + + + *
4 mg/ml = 4'3i;2'92 1'7i;2'81 1.09+0.44 | 0.83+0.54 1'43;2'59 1.83+1.34*** 3'43;1'31 1'3?;2'68 23'97;*1 92
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Figure 18. Les différentes aberrations observées chez les cellules racinaires d'Allium cepa par
I’extrait de Clematis cirrhosa sous microscope optique (x40). (A) : noyau allongé, (B) : C mitose,
(C) : pont chromosomique, (D) : adhésion chromosomique,(E) : Anaphase multipolaire et
déséquilibré,(G) : micronoyaux.

2.1.4. L analyse phytochimique de I’extrait méthanolique de Clematis cirrhosa
a. Dosages des polyphénols

Les polyphénols totaux de I’extrait méthanolique de Clematis cirrhosa ont été determinés
par le test Folin-Ciocalteau (F-C) en utilisant l'acide gallique comme composé phénolique de
référence. Ce test est une méthode colorimétrique rapide et reproductible puisque 1’absorbance est
étroitement corrélée a la concentration de I’acide gallique utilisée dans la gamme étalon.

La courbe de I’acide gallique établie (Figure 10) a permis d’obtenir une estimation
approximative des composes phénoliques totaux présents dans un extrait étudié. Les résultats sont
présentés dans le tableau ci-dessous. Nos observations indiquent que la plante présente une teneur
en polyphénols assez considérable, 115 mg/g (GAE) (Tableau 5).

b. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3), cette teneur a été exprimée en équivalents Quercétine (Q) en milligrammes par gramme de
matiére séche de D’extrait. La courbe d'étalonnage de la Quercétine (Figure 11) a servi pour
déterminer la teneur en flavonoides. Les résultats présentés dans le tableau 5 montrent que 1’extrait

contient une quantité de flavonoides (0.245 mg EAG/Q).

27



Résultats et discussion

c. Dosage de tanins

La teneur en tanins a été déterminée selon la méthode de Schofield et al, (2001). Cette
technique est basée sur la formation d’un complexe rose entre la vanilline et les tannins, cette teneur
exprimée en milligramme équivalent de la catéchine par gramme d’extrait (mg ECT/g d’extrait)

(Figure 13). Les résultats présentés dans le tableau 5 montrent que I’extrait contient une quantité
considérable en tanins (157.68 mg ECT /g).

Tableau 5. Les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins de I’extrait méthanolique de
Clematis cirrhosa.

Polyphénols totaux | Total flavonoides Tanins totaux
mg GAE/g mg Q/g mg CAT/g
Clematis cirrhosa 114,99 0.245 157,68

d. L’activité antioxydante

Le test de capture des radicaux DPPH est une méthode largement utilisée et relativement
simple pour évaluer l'activité antioxydante. Les molécules antioxydante capturent les radicaux
DPPH par un processus de donation d'hydrogene ou d'électrons, et la solution du test DPPHe passe
de violet vers le jaune clair en présence des antioxydants.

Concernent I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de Clematis cirrhosa nous
avons remarqué que le pourcentage antioxydante augmente en augmentant la concentration, aux
faibles concentrations (0.125 mg/ml et 0.5 mg/ml) les valeurs sont presque les mémes et 1’activité
antioxydante est trés faible. A des concentrations relativement élevées (1 mg/ml et 2 mg/ml)
I’activité a augmenté considérablement, a la plus forte concentration (4 mg/ml) nous avons

enregistré le pouvoir antioxydante le plus élevée (figure 20).

0.125 05mg/ml 1mg/ml 2mg/ml 3 mg/ml 4 mg/ml
mg/ml

30 ~

Pourcentage (%)
= = N N
o (6] o (8]

(6]
1

o

Concentrations

Figure 19. L’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de Clematis cirrhosa a des différentes
concentrations.

28



Résultats et discussion

Le tableau ci-dessous indique la valeur d’ICsy de I’extrait méthanolique de Clematis
cirrhosa par rapport a 1’acide ascorbique, d’une maniére générale le pouvoir antioxydante de la

plante Clematis cirrhosa est trés faible par rapport a celui de 1’acide ascorbique.

Tableau 6.Les valeurs d’ICsg, ECsg, et I’APRde I’extrait méthanolique de Clematis cirrhosa par

rapport a I’acide ascorbique

1Cs (ug/ml) ECso APR
Clematis cirrhosa 1149.79 0.287 3,479
Acide Ascorbique 2 0,0005 2000

I1Csp :Ce dernier représente la concentration inhibitrice de 1’extrait a piéger 50% des radicaux libre
dans le mélange réactionnel.

ECso :Concentration effective a 50 %, qui prend en considération la concentration de DPPH dans le

milieu réactionnel.
ICxq

ECso=
Concentration de DPPH (pg /ml)

APR : Le pouvoir anti-radicalaire relatif qui est inversement proportionnel a I’ECsp. Plus ces
valeurs s’¢éloignent du zéro, plus la puissance antioxydant augmente.

APR = —
ECsg

29



Résultats et discussion

2.2. Discussion

La recherche toxicologique utilise souvent [I'Allium cepa comme modéle végétal
représentatif. Comparé a d'autres bioessais tels que le test des micronoyaux (MN), le test d'/Ame et
les lignées cellulaires, le test d'Allium cepa est considéré comme plus précis, fiable et efficace. Cela
est d0 aux données moléculaires fournies par I'Allium cepa, qui révélent comment diverses
substances toxiques affectent la structure chromosomique.

2.2.1 All¢elopathie

En considérant l'activit¢é de I’extrait aqueux des cinq concentrations testées sur la
germination des graines de I’Allium cepa, une réduction du taux de germination a été observée, et
donc une inhibition de la germination par rapport au contrble a été constatée a partir de la
concentration de 0,5 mg/ml. Le temps moyen de germination a augmenté en augmentant la
concentration de 1’extrait.

Parmi plusieurs paramétres macroscopiques mesurés lors des tests allélopathiques, nous
avons choisi deux parametres, le taux de germination et le temps moyen de germination des graines.
La germination est considérée comme le critére le moins sensible (Aragdo et al., 2017), tandis que
la croissance des racines (élongation racinaire) est considérée comme un critere trés sensible
(Valerio et al., 2007) pour détecter la toxicité des composés allélopathiques.

Selon Rajjou et al., (2012), la germination dépend de nombreux facteurs biochimiques et
moléculaires, activation du métabolisme embryonnaire dans les graines, qualité de I'ARN et
intégrité de I'ADN, ainsi que les phytohormones. Cependant, le processus de germination peut étre
instable en présence d'allélochimiques.

Ces dernicres peuvent réduire 1’activité des enzymes hydrolytiques ce qui signifie que les
graines ne sont pas en mesure de fournir suffisamment d’énergie pour la germination des embryons,
ce qui réduit la capacité de germination (Zandi et al., 2018). De plus, les allélochimiques
augmentent la vacuolisation cellulaire, accompagnée d'une diminution du nombre de mitochondries,
de la densité des ribosomes et des dicaryons (Burgos et al., 2004).

Certains métabolites secondaires vegétales influent la germination ou la croissance
desplantes par des mécanismes multiples (Einhellig et al., 1985).Les composées phénoliques
peuvent étre impliquées dans le contrdle de l'activité des hormones végétales. La suppression de la
dégradation de I'acide acétique (AA) par différentes phénol a ainsi éte rapportée par (Lee et al.,
1982).

La croissance des racines est basée sur la prolifération cellulaire, et I'exposition aux
produits allélochimiques peut gravement affecter la division cellulaire, entrainant un retard de

croissance des racines (Tanveer et al., 2012).
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2.2.2. Indice mitotique

L’indice mitotique est considéré comme un parametre puissant pour estimer la fréquence
de la division cellulaire (Marcano et al., 2004). Le test de I’Allium cepa est considéré comme un
modele de référence pour 1’évaluation de la cytotoxicité et de la génotoxicité (Lubini et al., 2008,
Bagatini et al., 2009).

Cette espece posséde des chromosomes peu nombreux (n=16) de grande taille, qui rendent
facile la détection des aberrations chromosomiques et les perturbations de la division cellulaire
(Barbério et al., 2011). 1l est considéré comme un test rapide et pas cher pour déterminer le niveau
de toxicité en prenant en considération trois parametres : I’inhibition de I’élongation racinaire,
I’effet sur I’indice mitotique et 1’étude des aberrations chromosomiques.

Outre D’effet négatif direct exercé par I’extrait aqueux de Clematis cirrhosa sur la
croissance racinaire de 1’oignon, d’autres effets négatifs sur le développement du cycle cellulaire
ont été notés. Une diminution de la fréquence de la division mitotique chez les cellules de 1’Allium
cepa par rapport a celle du groupe contréle. Cette propriété bioactive est trés intéressante en raison
du potentiel bioherbicide de ces allochimiques, car la suppression du cycle cellulaire est étroitement
liée a I'inhibition du développement.

L’indice mitotique (IM) des cellules méristématiques de [’Allium cepa, 1’extrait testé a
induit une diminution de la division cellulaire dans le tissu méristématique de I’ Allium cepa, cette
diminution et relativement faible & la plus faible concentration 0.25 mg/ml (53.14%, non
significative), cependant cette diminution devient significative (p<0.05) a partir de la concentration
0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml et 4 mg/ml. Cette diminution est corrélée positivement avec
I’augmentation de la fréquence des cellules interphasiques.

On a observé une diminution de l'indice mitotique dépendante de la concentration,
suggérant que l'extrait aqueux inhibe la division cellulaire de [I'Allium cepa de maniére
mitodépressive. Les agents mitodépresseurs présents dans I'extrait ont été démontrés pour inhiber le
cycle cellulaire de plusieurs fagcons, notamment en bloquant la phase G1 et, par conséquent, la
synthése de I'ADN, la phase G2 et, par conséquent, I'entrée en mitose, ainsi que la synthese des
nucléoprotéines (EI-Ghamery et al., 2000). Une diminution de l'indice mitotique peut étre causée
par un obstacle a la prophase, un arrét dans une ou plusieurs phases mitotiques, ou un
ralentissement du déplacement des chromosomes pendant la mitose, comme suggéré par
Christopher et Kapoor (1988).

D’autres auteurs ont suggéré qu’une diminution de la fréquence de la division cellulaire
peut également étre d0 a une altération de la synthése des nucléoprotéines et a un déficit en ATP,
empéchant ainsi l'allongement du fuseau, la dynamique des microtubules et la motilité des

chromosomes (Paul et al., 2013).
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A partir des résultats obtenus ici nous suggérons que les concentrations testées de 1’extrait
de Clematis cirrhosa ont des effets inhibiteurs et mito-dépressifs sur la croissance des racines et la
division cellulaire de I’Allium cepa et peuvent empécher la synthese d’ADN et par conséquent
réduire le nombre de cellules en division dans les racines cela revient principalement a la
composition biochimique des molécules secondaires qui se trouvent dans 1’extrait.

Les effets inhibiteurs de la mitose de certains extraits de plantes y compris la capacité de
bloquer la synthése de I’ADN et des protéines nucléiques, ont été déja rapportés (Schulze et
Kirschner, 1986).

Ces résultats concordent avec de nombreuses recherches qui ont révélé des effets
cytotoxiques et génotoxiques de d’autres espéces du genre Clematis a savoir : Clematis flammula
provoquant des effets négatifs similaires a celle de Clematis surla croissance des racines et la
prolifération cellulaire (Alloche et Atik, 2014).

Plusieurs extraits de plantes médicinales ont vu leur potentiel de posséder des propriétés
cytotoxiques et antiprolifératives vérifié. Ces caractéristiques sont souvent exploitées pour bloquer
la prolifération incontr6lée des cellules tumorales (Konuketal., 2007 ; Barman et al., 2020 ; Barman
etal., 2021 ; Roy et al., 2021).

2.2.3. Indice d’aberration chromosomique

Le test d’Allium cepa, a été utilisé pour détecter les signés de génotoxicité impliqué par
I’extrait aqueux de Clematis cirrhosa, ce test est largement accepté pour évaluer le potentiel
génotoxique des produits chimiques environnementaux en raison de sa grande sensibilité et de son
excellente corrélation avec les systemes de test in vitro utilisant les lignées cellulaires animales (El-
Shabbaby et al., 2003 ; Teixeira et al., 2003 ; Ventura et al., 2008).

Dans notre cas plusieurs types d’aberrations chromosomiques sont pris en compte dans les
différentes phases de la division cellulaire (prophase, métaphase, anaphase et télophase). Les
aberrations chromosomiques sont des changements du nombre et de la structure des chromosomes
résultant d'une rupture ou d'un échange de matériel chromosomique (Olorunfemi et Ehwre, 2011).

D’apres les résultats obtenus 1’adhésion chromosomique (Stickness) et les noyaux allongés
représentent le plus grand pourcentage d’aberration chromosomique dans les cellules d’Allium cepa
par rapport au contr6le ou les aberrations chromosomiques sont presque inexistantes et autres
aberrations chromosomiques (pont chromosomique et le C-mitose).

Les altérations chromosomiques structurales peuvent étre induites par plusieurs facteurs,
tels que les ruptures d’ADN, I’inhibition de la synthése de ’ADN et la réplication de I’ADN altéré
(Albertiniet al., 2000).

D’apres les chercheurs, I’adhésion chromosomique (Stickness) est définie comme étant des
agglutinations de chromosomes dues a la dégradation ou a la dépolymérisation de I’ADN qui ont

comme conséquence un aspect collant de chromosomes (Souguir et al., 2008).
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Les chromosomes collants peuvent étre interprétés comme un résultat de la
dépolymérisation de ’ADN, la dissolution partielle des nucléoprotéines, la rupture et 1’échange
d’unité de base de chromatides et le décapage du revétement protéiques de I’ADN dans les
chromosomes (Abdel Migid et Abdelrahman, 2013).

Les ponts de chromatine pourraient se produire au cours de la translocation et 1’échange de
chromatides inégale et provoquent des mutations structurelles chromosomiques (Borboa et
Delatorre, 1996).

La présence de C-mitose indique des effets sur 1’organisation de la chromatine, qui peut
étre liée a un déséquilibre des protéines responsables de la structure de la chromatine nucléaire
(Kuraset al.,2006). La formation de micronoyaux implique une perte de matériel génétique et une
rupture de I’ADN, ce qui signifie a un effet clastogéne ou aneugene (Sudhakar et al., 2001).

Ces résultats concordent avec de nombreuses recherches qui ont examiné les effets des
différentes plantes médicinales (Bidau et al., 2004).

Les résultats obtenus ont montré que ’extrait aqueux de Clematis cirrhosa a un effet
cytotoxique et génotoxique. Les activités génotoxique et cytotoxique des extraits de plantes sont
probablement dus a la présence des composés phénoliques dans les extraits interférant avec les
protéines du cycle cellulaire et la réplication de I’ADN (Edziri et al., 2011; Patel et al., 2012).

2.2.4 Dosages des polyphénols

Les résultats ont révélé que, I’extrait est riche en composés phénoliques, avec une teneur
considérable de 114,99 + 2,34 mg/g(GAE). Nos résultats sont cohérents avec ceux présentée par
Mostafa et al. (2018) concernant la teneur en polyphénols de 1’espece Clematis brachiata (135,11
mg/q).

Les composés phénoliques naturels sont de puissants antioxydantes qui peuvent protéger
contre et ralentir I'apparition de maladies dégénératives telles que le cancer, le diabéte,
I'athérosclérose, les maladies coronariennes et méme le processus de vieillissement lui-méme
(Rufino et al., 2011).

Selon Silva et al. (2010), les composés phénoliques tels que les flavonoides, peuvent
également présenter des activités allélopathiques, entrainant des effets négatifs sur la germination
des graines, I'élongation des racines et méme la division cellulaire (Basile et al., 2000).

Des composés tels que les tanins, les acides phénoliques ont été décrits comme
responsables de I'inhibition de l'action de la gibbérelline dans la germination en provoquant la
précipitation des hydrolases (a-amylase), responsables de la dégradation de I'amidon et des sucres
pendant ce processus (Saleh et al., 2015).

De plus, polyphénols et les tanins peuvent bloquer les sites d'action des gibberellines (Li et

Gao, 2011). La présence des tanins et des polyphénols dans 1’extrait de Clematis cirrhosa pourrait
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largement expliquer les effets inhibiteurs sur la germination ainsi que I’effet cytotoxique et
génotoxique observés sur les cellules de I’ Allium cepa observés dans cette étude.
2.2.5. L’activité antioxydant

Le test du radical DPPH a révélé qu'un extrait méthanolique de Clematis cirrhosa possede
une activité antioxydante, attribuable a la présence de composés phénoliques, cependant le
1C50=1149,796 + 105,146 pg/ml est largement faible & celui de 1’acide ascorbique (ICsp= 2 %
0,01pg/ml). Ces résultats sont en accord avec ceux de Kirby et Schmidt, (1997) et (Atmani et al.,
2009) qui ont montré des valeurs élevées de 1I'ICsq de I’espéce C. armandii et C. flammula

impliquant une activité antioxydante relativement faible.
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Conclusion

La présente eétude a révelé que I'extrait de Clematis cirrhosa avait des effets allélopathiques
et déléteres significatifs sur les cellules de I'oignon. Cet extrait contient des substances bioactives,
notamment des polyphénols, les flavonoides, et les tanins qui semblent jouer un réle essentiel dans
I'inhibition et le retardement de la germination de I'Allium cepa, notamment a des concentrations
élevées (1, 2 et 4 mg/ml).

Ces propriétés prometteuses pourraient étre utilisées en agriculture pour développer des
bioherbicides (alternative des pesticides artificiels) efficaces dans le contrle de mauvaises herbes.

De plus, des études ont démontré que l'extrait de Clematis cirrhosa est cytotoxique et
génotoxique significatifs (p<0.001) a toutes les concentrations testées (0.25, 0.5, 1, 2, et 4 mg/ml) sur
I'Allium cepa, ces effets se manifestent par une inhibition de la croissance des racines, une diminution
de l'indice mitotique, ainsi que par I'induction d'aberrations chromosomiques et méme des Iésions
nucléaires manifestés par des noyaux allongés. Ses effets cytotoxiques et génotoxiques sont souvent
liés a des propriétés antitumorales et souvent exploitées dans le traitement des cancers.

Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour identifier et caractériser
précisément les substances bioactives responsables de ces effets cytotoxiques et inhibiteurs.
Comprendre la nature spécifique de ces composes pourrait permettre une utilisation plus efficace de

leur potentiel thérapeutique.
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Résumé

L’extrait de Clematis cirrhosa 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 genotoxique. La teneur totale en phénols (méthode de Folin-Ciocalteu) s'est révélee
étre 115 mg EAG/g. La teneur totale en flavonoides (méthode du Chlorure d'aluminium) a montre
que la teneur totale en flavonoides est 0.245 mg EQ/g. La teneur en tanins 157,68 mg ECT/g.
L'activité antioxydante a été déterminée en utilisant un test de piégeage des radicaux libres DPPH.
L’extrait méthanolique de I’espéce a montré une activité antioxydante modérée. L’extrait aqueux de
Clematis cirrhosa a montré un effet inhibiteur pour la germination et I'allongement des racines de
I’Allium cepa. De plus, cet extrait a également inhibé 1’¢longation racinaire, réduit I'indice mitotique
et augmenté lindice d'aberration chromosomique chez I'Allium cepa. Des altérations
chromosomiques telles que la C-mitose, 1’adhésion chromosomique (Stickness), le pont
chromosomique, le chromosome vagabond, le micronoyau ainsi que les noyaux allongés ont été
observées dans les cellules de I'oignon exposées a cet extrait. Ces résultats suggerent que les extraits
aqueux et méthanoligue de Clematis cirrhosa contiennent des composeés aux propriétés
allélopathiques et cytotoxique. Ces propriétés peuvent étre utilisees comme l'industrie des

biopesticides et dans la fabrication des produits pharmaceutiques contre les cellules cancéreuses.
Mots clé :

Clematis cirrhosa, Allium cepa, cytotoxique, génotoxique, allélopathique, indice mitotique, indice

d’aberration chromosomique, activité antioxydante, extrait méthanolique, extrait aqueux, DPPH.



Abstract

Clematis cirrhosa extract was studied for total polyphenol and flavonoid content, DPPH free radical
scavenging activity, allelopathic, cytotoxic and genotoxic activity. Total phenol content (Folin-
Ciocalteu method) was 115 mg EAG/g. Total flavonoid content (aluminum chloride method) showed
0,245 mg EQ/g. Tannin content 157.68 mg CAT/g. Antioxidant activity was determined using a
DPPH free radical scavenging assay. The methanolic extract of the species showed moderate
antioxidant activity. The aqueous extract of Clematis cirrhosa showed an inhibitory effect on the
germination and elongation of Allium cepa roots. In addition, this extract also inhibited root
elongation, reduced the mitotic index and increased the chromosomal aberration index in Allium
cepa. Chromosomal alterations such as C-mitosis, chromosomal stickiness, chromosomal bridging,
stray chromosome, micronucleus and elongated nuclei were observed in onion cells exposed to this
extract. These results suggest that aqueous and methanolic extracts of Clematis cirrhosa contain
compounds with allelopathic and cytotoxic properties. These properties can be used as biopesticides

and in the manufacture of pharmaceutical products against cancer cells.

Keywords:
Clematis cirrhosa, Allium cepa, cytotoxic, genotoxic, allelopathic, mitotic index, chromosomal

aberration index, antioxidant activity, methanolic extract, aqueous extract, DPPH.
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Theme :Evaluation de I’effet cytotoxique et génotoxique de I’extrait aqueux

de Clematis cirrhosa

Résumé

L’extrait de Clematis cirrhosa 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 phénols (méthode de Folin-Ciocalteu) s'est
révelée étre 115 mg EAG/g. La teneur totale en flavonoides (méthode du Chlorure
d'aluminium) a montré que la teneur totale en flavonoides est 0.245 mg EQ/g. La teneur en
tanins 157,68 mg ECT/g. L'activité antioxydante a été determinée en utilisant un test de
piégeage des radicaux libres DPPH. L’extrait méthanolique de I’espéce a montré une activité
antioxydante modérée. L’extrait aqueux de Clematis cirrhosa a montré un effet inhibiteur
pour la germination et l'allongement des racines de I’Allium cepa. De plus, cet extrait a
¢galement inhibé 1’¢longation racinaire, réduit l'indice mitotique et augmenté l'indice
d'aberration chromosomique chez I'Allium cepa. Des altérations chromosomiques telles que la
C-mitose, la Stickness chromosomique, le pont chromosomique, le chromosome vagabond, le
micronoyau ainsi que les noyaux allongés ont été observées dans les cellules de l'oignon
exposées a cet extrait. Ces résultats suggérent que les extraits aqueux et méthanolique de
Clematis cirrhosa contiennent des composés aux propriétés allélopathiques et cytotoxique.
Ces propriétés peuvent étre utilisées comme l'industrie des biopesticides et dans la fabrication

des produits pharmaceutiques contre les cellules cancéreuses.

Mots clé :
Clematis cirrhosa, Allium cepa, cytotoxique, génotoxique, allélopathique, indice mitotique,

indice d’aberration chromosomique, activité antioxydante, extrait méthanolique, DPPH




