République Algérienne Démocratique et Populaire

Université Abdelhamid Ibn
Badis-Mostaganem
Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie

oy Cp aaal) ae daala
iz
slall g dagal) asls als

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

MEMOIRE DE FIN D’ETUDES
Présente par :

RAHMANI llham REKHIS Naima

Pour I’obtention du diplome de

MASTER EN BIOLOGIE

Spécialité : Génétique Fondamentale et Appliquée

THEME

4 N

Etude de I'activité antimitotique de
I’extrait des feuilles de la sauge (Salvia
officinalis L.) sur le méristeme radiculaire

\_ de I'oignon (Allium cepa L.) )

Soutenu publiquementle ............ /...12018

DEVANT LE JURY

Président : Mr DJIBAOUI Rachid Professeur U. Mostaganem
Encadreur : Mr MEKHALDI Abdelkader Professeur U. Mostaganem
Examinateur : Mr CHIBANI Abdelwahab  Professeur U. Mostaganem

Théme réalisé au laboratoire de Biochimie & Biologie Végetale




Remerciement :

Avant tout, nous tenons d remercier«Allatss (e fous

puisant, pour nous avorr donné la force et la patience.

Un grand remerciement au d avoir accepte
d'encadrer celte memorre, son précreux conseil et son
MIKHALDI abdelkadere, aide durant toute la
periode du travail.

Nos vifs remerciements vont également aux membpres
au jury pour [interét qu ils ont porte a notre
rechierchie en acceptant dexaminer notre travail et de
Lenrichir par leurs propositions.

Nous tenons également a remercier toutes les
personnes qui ont participé de pres ou de loin d la
realisation de ce travail
Nos remerciements vont pareillement a toute [equipe
du Laboratoire de laboratoire de biochimie et biologie

végeétale.




Dédicace

Je dédie ce modeste travail aux deux bougies qui ont
éclaire ma vie.
A la plus tendre et la plus caressante mére dans le monde,
a maman.

A celui qui m’a toujours encouragé d mon pére

Je dedie ainsi ce travail a :
I ﬁgficg‘a--ﬂourkm -

5

AL,

— -...-'-'.-l'-'-li-'ﬁﬁ'-'h



Jeidédie ce modeste travail aux deux bougies qui ont éclairé ma vie="

A la plus tendre et (a plus caressante mére dans (e monde, d

maman.
A celui qui m’a toujours encouragé d mon pére
Je dédie ainsi ce travail ad :

Mes chéres sceurs : Fatima et Fatiha
Mes chéres FRERES : Mohamed

Mes amis (es) : Hamid, Alia, Djamila, Rachida

A tous mes amis (es) de la promotion sciences de (a Nature et di

Rahmani Ilham



Lise de figure

Figure 1 : La touffe de la sauge (Salvia officinalisS L.) .........coooiiiiiiiii i, 03

Figure 2 : Répartition géographique du genre Salvia dans le monde ............................04

Figure 3 : Les durées des différentes phases du cycle cellulaire ................c.ooooi i, 07
Figure 4: Les différentes phases de la division cellulaire ..o 10
FIQUIe 5 o La mAtaPNase . vt et e e e e e e e e e e e e e e 11

FIgure 6: Lanaphase .....c.ooeine oo e et e e e e e e e e e e e L2
Figure 7 : dynamique de la formation des microtubules...............ccooeivii i, 13

Figure 8:représentation schématique du fuseau mitotiqueen métaphas........................15

Figure 9: principaux sites de kinases cyclines-dépendantes (CDKS) ........c.ccccvvvvvvnnnnn. 16

Figure 10: contréle du cycle cellulaire par les kinases cyclines-dépendantes (CDKS)......... 16
Figurell : La structure générale du CNrOMOSOME ........covuiii it 20
Figure 12: Structure de 1a COIChICING ..o e 20

Figure 13 : principaux sites d’action des antimitotiques............cccveevevii i ieiiennnnnn 21

Figure 14 : Principaux sites d’action des agents alkylants ..., 22
Figurel5 : organisation en couches d’un méristeme apical ..............cccoviiiiiiiieiieennnn. 24
Figure 16: Feuilles de la sauge (Salvia officinalis L.) ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiii e, 25
Figure 17: Feuilles séches de la sauge+ poudre aprés broyage ..........cccoovvveeiiviennnnnns 26
Figurel8 : Racines d’un bulbe d’oignon dans un récipient (Allium cepa) ..................... 26
Figure 19 : Dispositif d’hydrodistillation des huiles essentielles .................ccoveeenn .. 27

Figure 20 : Dispositif de I’extraction sous reflux ...............cceviii i eenn.... 28
Figure21: Protocole de préparation d'extrait méthanolique sous reflux ........................28

Figure 22 : Dispositif de Rota Vapeur ..........ouviiiiiiii i en. 0. 28



Figure 23 : Les différentes étapes de fixation des extrémités de racine d’oignon ............ 30

Figure 24 : Schéma d’un protocole expérimental utilisant les apex racinaires d’Allium cepa L.
(oignon) comme modele pour I’évaluation de I’activité activité antimitotique d’un extrait

Y= 1= - | 31

Figure 25: le pourcentage de I’eau dans Salvia officinalis L..............ccccoiiiiii i, 33

Figure 26: Cellules méristematiques racinaires d’Allium cepa en division réguliére et

(010 10T 1 =T TG 1o

Figure 27: Index des phases (IP %) des cellules méristématiques d’Allium cepa L. traitées
par la colchicine a concentration 0.2% comparé au temoin (T) ......ccovviieie e iieennnn. 38
Figure 28: Index mitotique (IM %) des cellules méristématiques d’Allium cepa L. traitées par
la solution aqueuse de colchicine a concentration 0.2% comparé au témoin (T) ............. 38

Figure 29: Types d’anomalies rencontrées chez des cellules méristématiques d’Allium cepa

L. traitées par la colchicine a concentration 0.2% ...........ccovvvviiiiievie i iiieiieenn.39

Figure 30: Types d’anomalies rencontrées chez des cellules méristématiques d’Allium cepa

L. traitées par a concentration de I’extrait aqueux de Salvia officinalis 0.12 % ............. 40



Liste de tableaux

Tableaux 01 : principales kinases cyclines — dépendantes (CDKSs) et leur réle dans la
régulation du cycle cellulaire (adapté d’apres) ..........coovevvvviiiiiiieiiiiiiiiieveiieeene. 15

Tableau 2: Index des phases (IP %) des cellules méristématiques d’A. cepa L................ 36
Tableau 3: Index des phases (IP %) des cellules méristématiques d’A. cepa L traitées par la

solution aqueuse de colchicine a 0.2% comparé au temoin (T) ......ovvviiiiie e, 37

Tableau 4: Index mitotique (IM%) et valeur limite de cytotoxicité (VLC %) des cellules

méristématiques d’Allium cepa L. traitées par la colchicine comparés au témoin



Liste des Abréviations
2n : Nombre de chromosome diploide
ADN : Acide Désoxyribonucléique.
ARN : Acide Ribonucléique.
ARNmM : Acide Ribonucléique messager.
ARNr : Acide Ribonucléigue Ribosomique ;
ARNt : Acide Ribonucléique transfert
D : Désoxyribose.
G : Guanine.
G1, G2 : "GAP"=intervalle.
HE : Huile Essentielle.
CDKs : Kinases Cyclines Dépendantes.
M : Mitose.
Pb : Paires de Base.
S : Synthés.
SNC : Systeme Nerveux Central.
Kb : kilo base.
GTP : Guanosine triphosphate.

R : Rendement .
PHE : Poids d’huile essentielle.
PP : Poids de plante.

h : heure.



Ag NOs: Nitrate d’Argent.

Kg : kilo gramme.

mm : millimétre.

IM : Index Mitotique.

IP : Index phasique.

IA : Index Aberration.

VLC : valeur limite de cytotoxic

UNEP : Programme de I’Environnement des Nations Unies.

IPCS : Programme International de la Sécurité Chimique.



Table de matiere
Remerciement
Dédicace
Liste des abréviations
Liste des figures
Liste des tableaux
Resumé
Ll
Abstract
Sommaire
10T 18T 1 o] o

Partie theorique

Chapitre | : Description botanique

I RAPPEI DOTANIGUE. .. .. e e e e e e e e e e e e e

1. La sauge (Salvia officinaliS)..........c.uveuieiir i e

1.1 Description morphologiQUe ........vveeiee it e e e e e e

1.2 Classification taXOnOMIQUE. ... . vuere e et et et ee e e ene ea e e reestesee e e saeeeenneas

T  F-1 o7 | S

1.4 Principaux usages traditionnelle de lasauge.............cooviiiiiiiiiiiiii i,
1.4.1 Usages pharmacUtIQUES. .. ... . ettt it e e e e e e ee e

1.4.2 Usages COSMETOIOGIGUES. .. . v v iee et et ee et e e e e ee e ee e eenen

1.4.3 Usages alimentaires. .. ....ove. e eeee e et e e e e e e e e e e eae

I I (0 ) o0 [T =

Chapitre 11: rappel sur le cycle cellulaire

05

.05

.05



I.Le cycle CellUIAITe. .. ... e e e e e e

1. Différentes phases du cycle cellulaire.............coooi i e,

1.1 L’interphase

L2 PRaSE Gl o e e e e e e

1.3 Phase S

LA PRASE G2, .. i et et e
15Laphase M. ...

1.5.1 Caryocinése

1.5.1.3 Lamétaphase.........cccovvvvviiiininncnnnnnn.
1.5.1.4 L’anaphase.......coove v veieieieeeaaeeen,
1.5.1.5 Latelophase.......ccccovvieiiiiiiiiiiiiiee
1.5.2 La CYtOdIi€rese. .. o.vueeeiieeiee e e e

Il LeS MICIOtUDUIES. .. ..o e e e e e e e e e e e e

- Les microtubules de I’aster

- Les microtubules POIAITES. ... .cu e e e e e e

- Les microtubules KINEtOCOIIENS. .. ... ..t e e e e e
I11. Régulation du cycle CEHUIAITE. ... .ot e e e e
L LS DK S et s
2. LS CYCIINES. .o ettt et e e e e e e

AV T o e[ (0] 100 0] 14 o T

1. Les caractéristiques majeures des ChromoOSOMES.........vvovrereriieie e e enenns
0 = 3T 11 o] £ PP

A I Y 1 1 (o (0 =

- Les centromeres

- Les origines de réplication

1.5. 1.1 Prophase......ccovviviiieiie i
1.5.1.2 La PromeEtapNase. .. ... ovie et e e et et e e e e e

.07

...08

................................ 08

...08

...16

...16

A7

17



o I (] (0] 0121 1 T

2. DU chromoSOomMeE au NUCIEOSOMIE. .. ... ettt et e e e e e e e et e eanaeas 19
SLE NUCTEOSOME. .. e e e e e e e e e e e e e e a0
AV 000 (o] o1 (o3 1 1 1= 20
VL LS ANUIMII O IQUES. . vt ettt e e et et et e e et e e e e e e e e e e 21
1. Classification et mécanisme d aCtion.......cover i e e e e 22
2. ACTION SUN P ADN ..o e e e e 0022
2.1 AQENtS alKYIANTS. ... ot e e e 22
2.2 AQENES SCINTANTS. .. .e. ettt e e e e e e e e e e e e e et e enaas 22
3. Action sur les microtubules : Poisons du fuseau mitotique.............cooovvvieinennn. 23
VI MEristemes des VEGELAUX. .. ....ceee it e e e e e e e e e ee e e e 23
1. MEristémes PrimaireS OU @PICAUX ... ... uuu e et veniee e eenetee et seneeaneeenenaneae s 24
2. SHTUCTUIE AU MBI S M. .. et e e e e e e e e e e e e e 24
Partie pratique
Y 1T ST I 25
25

1. Matériel végétal
1.1 Préparation des échantillons pour I’extraction................coceviiiiiiiiene e, 25

| Y= (1o Lo L= 26
1. Extraction des huiles eSSentielles. .. .....ouee e e e e e e e 26
1.1 Détermination de rendement. .. ....cooe et e e 28
2. EXTraction SOUS TeflUX . ...t e e e e e e e e e e 28
3. Etude de I’activité antimitotiQUe. ...........vveeereeieieeeeeeteee et eeeeeeeaneeean 29
m P OV EIMENT . .. et 29
4. Analyse CYtOgENLIQUE. .. .. ov e e et e e e e e ven e ienenee e enee0en 29
o = DG 110 ] [ 30
- Préparation des James. .......cooe oo 30
32

5. Analyse des données antimitotiques



5.1 Index Mitotique (IM) ... e e e e e e e e 32

5.2 Index des phases (IP) .....vueeein it e e e e e 32
5.3 Index des aberrations (IA) .......oe i 32
5.4 Valeur limite de CytotOXICITE. ... .o vve et it i 32
1. Détermination de lateneuren ’eau............coveevii i a2 33
2. Rendement des huiles essentielles (HE)............oooviiiiiiiii i, 33
2.1 ACtiVités antimitotiqQUe. .......c.oie ettt e e e e e e 33
2.1.1 ACtion de tEMOINS. .. ...ttt e e e e e e e 34
- Index des phases et index MItotiQUe........covveiiiiiiiie e 35

2.1.2 Actionde colChiCINe .....ovoeii e i 3T
- Index des phases et index MitotiqUe..........coveiiiiiiiei e, 37
3. ColChiCINE @ 0.290 ...t e e e e e e e e e 239

3.1 Les Anomalies de la division cellulaire..........coovoiiei i ... 39

3.2 Action de I’extrait aqueux de Salvia officinalis...........c.cccoevvvvviviininiennnn, 39

CONCIUSION et e e e e e e e e e e e e e A2



Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Actuellement,
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la terre
ont recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé
primaire.

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives (Ferrari, 2002).

L’ Algérie, compte parmi les pays du bassin méditerranéen les plus riches en ressources
phytogénétiques a intérét aromatique et médicinal, vu la diversité de ses eétages
bioclimatiques. On dénombre a plus de 300 especes a usage thérapeutique ou aromatique

existant parmi les 3150 especes végétales que compte notre pays (Mokkadem, 1999).

Les extraits bruts des plantes commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Ou les plantes et les extraits de plantes sont
utilisés, étant donné leurs propriétés biologiques, elles sont les sources primaires de
médicaments employés pour le traitement de différentes pathologies. La sauge (Salvia
officinalis L.) occupe un endroit proéminent, est une plante annuelle et biannuelle d'origine
méditerranéenne de la famille des labiées. Il existe environ 900 espéces identifiées autour du
monde (Maksinovic et al., 2007).

Vu les propriétés importantes de cette plante; elle est considérée comme un stimulant pour
les gens anémiques, aussi pour les personnes stressées et déprimées. Pour usage externe, elle
est appliquée en gargarisme contre les inflammations de la bouche, les abces, et aussi pour le
nettoyage et la cicatrisation des plaies (Djerroumi et Nacef, 2004).

Afin de contribuer a la valorisation des plantes médicinales locales réputées pour leurs
vertus thérapeutiques, le présent travail s’intéresse a 1’étude de ’activité antimitotique des
feuilles de Salvia officinalis ; extraire ces metabolites ; tester in vitro, I’effet antimitotique des
extraits méthanliques en comparaison avec un témoin positif (la colchicine).

Dans la premiere partie, nous aborderons dans un premier chapitre, les différentes
connaissances bibliographiques sur 1’espece étudiée (Salvia officinalis L.), son utilisation en
médecine traditionnelle accompagnée de quelques travaux antérieurs réalisés sur le plan

phytochimique.
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Dans la partie expérimentale, nous développerons dans le premier chapitre le matériel et
les méthodes analytiques utilisées pour 1’extraction, le second concerne un rappel sur le cycle
cellulaire, sa régulation et les principales classes d’agents antimitotiques, leurs modes d’action
Le deuxiéme chapitre sera consacre aux reésultats obtenus dans notre étude. A la lumiere des

résultats obtenus, différentes perspectives de recherche seront évoquées.

.



Chapitre | : Description botanique

I. Rappel botanique :

1. Lasauge (Salvia officinalis) :

En 1551, un herboriste anglais observait que la sauge « restaure la chaleur naturelles
améliore la mémoire et stimule les sens ».La sauge demeures 1’une plante médicinales les plus
renommées, aux multiples vertus, dont celle de stimules 1’ensemble de 1’organisme

(Chevallier, 2007).

Salvia est une plante annuelle et biannuelle d’origine méditerranéenne de la famille des
labiées (Labiacées) (Djerroumi et Nacef, 2013). Il existe environ 900 especes identifiées
dans le monde. En Algérie les espéces qui ont été déterminées sont dans 1’ordre d’une

trentaine (Maksimovic et al., 2007) .

1.1 Description morphologique :

Cette plante vivace a tige ligneuse a la base, formant un buisson dépassant parfois 80cm,
rameaux vert-blanchatre, feuilles assez grandes, épaisses, vert-blanchatres, et opposées ;
fleurs bleu-violacé clair en épis terminaux laches, disposées par 3 a 6 en verticilles espacés.
Calice campanulé a 5 dents longues et corolle bilabiée supérieure en casque et levre inférieure

trilobée; fruits en forme détitra akénes (Fig. 1) (Madi, 2010).

Figure 1 : la sauge (Salvia officinalis L.)
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1.2 Classification taxonomique :

La sauge suit la classification suivante (Madi, 2010).

Regne Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espece : Salvia officinalis L.
1.3 Habitat :

-La sauge officinale est originaire du pourtour du bassin méditerranéen.

- Elle pousse dans les zones tempérées ; son habitat type se situe dans les pelouses basophiles
méso-méditerranéennes, méso-xérophiles.

- Aire de répartition : introduite d’Asie occidentale (Alloun, 2013).

Les especes Salvia représentent un groupe d’espéces cosmopolites, qui montrent une gamme
remarquable de variation (Pistelli, 2006). Ce genre est distribué dans trois régions principales
dans le monde:530 espéces a I’Amérique centrale et latine, 250 especes en Asie centrale et en
régions méditerranéennes, 30 en Afrique du Sud et 90 espéces en Asie de I’Est (fig. 2)

(Walker et al, 2004).

secl. Audibertia
Y

|

b-x_\

)]
o

subg. Calosphace %

Figure 2 : Répartition géographique du genre Salvia dans le monde (Walker et al., 2004).
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1.4 Principaux usages traditionnelle de la sauge :
1.4.1 Usages pharmaceutiques :

Les sauges ont été employées comme des plantes a propriétés médicinales salutaires

pendant des milléniums (Radulescu et al., 2004).

La sauge etait un composant fréquent des mélanges de tisanes, recommandés pour les

patients tuberculeux (Duling et al., 2007).

L'huile essentielle de la sauge est encore utilisée en condiments d'assaisonnement, viandes
traitées et liqueurs. Outre ces utilisations, les feuilles de la sauge (S. officinalis), montrent une
gamme des activités biologiques; antibactérienne, antifongique, antivirale et astringente
(Djerroumi et Nacef, 2013).

1.4.2 Usages cosmétologiques :

Les espéces Salvia ont un grand intérét en cosmétologie, dont les extraits de S. officinalis et
S. lavandula efolia sont largement introduits dans les produits de beauté et les parfums. La
sauge est peut étre utilisée comme compresse ou infusion ou méme dans les préparations des
masques de visage et leurs cremes sont souvent appliquées sur des blessures froides prés de
bouches (Radulescu et al., 2004).

1.4.3 Usages alimentaires :

Au Mexique et en Amérique latine, les graines de quelques espéces de sauge sont
intensivement employées par les Américains indigénes comme source de nourriture et aussi
pour préparer ses boissons. La découverte des antioxydants a augmenté 1’usage des extraits de
sauge officinale connue par son activité antioxydant eleveée. La Sauge officinale est riche en
huiles essentielles que 1’on extrait par distillation, vu ses propriétés importantes, elle est I’une

des plantes les plus utilisées (Radulescu et al., 2004).

1.5 La toxicologie :

Genéralement, il n'y a pas de rapports sur les effets secondaires négatifsassociés a Salvia
officinalis L. Malgré leur utilisation pendant de nombreux siécles. L’utilisation normale de la
sauge est tres sdre; cependant, il pourrait y avoir un effet négatif sur I’utilisation de
S.officinalis en quantité excessive, ce qui peut étre causé par le contenu élevé de la thuyone
(Hamidpour et Shahlari, 2014).

-
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L’huile essentielle (HE) de Salvia officinalis peut contenir jusqu’a 50% de thuyone qui
peut se révéler épiléptisante et neurotoxique. Néanmoins, aucunes toxicité aigiie ou chronigque
n’a été signalée aprés emploi aux doses usuelles des feuilles de sauge et de son huile

essentielle (jusqu’a 15 gouttes par jour).

Cependant, la thuyone provoque non seulement un effet local irritant, mais également des
effets centraux psycho mimétiques, apres sa résorption. Une  consommation chronique de
thuyone peut ainsi conduire a des troubles irréversibles du  systeme nerveux central, a des

perturbations des fonctions hépatiques, rénal et cardiaques.

Dans la mesure ou la quantité de drogue employée a des fins culinaires reste faible, pour les

consommateurs. Une toxicité aigie aprés administration d’une forte dose d’HE (2 g et plus).

Ainsi, la consommation réguliere de sauge, méme sous forme de tisane ne parait pas
recommandée (Teuscher et al., 2005).

-
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I. Le cycle cellulaire:

Le cycle cellulaire est I'ensemble des étapes qui constituent et délimitent la vie
d'une cellule (Vincent, 2007). Avant la division cellulaire, une cellule doit duplique son
contenu, notamment son ADN, ces phénoménes se produisent au cours de I’interphase.
L’alternance de la mitose et de I’interphase est qualifiée de cycle cellulaire (Jorde et al.,
2004).

Chez les eucaryotes, la pluparts de ces divisions vont maintenir le méme nombre de
chromosomes dans les cellules filles que dans la cellule mere. Ce type de division est appelé
division cellulaire mitotique. Le cycle cellulaire mitotique se divise en quatre phases : G1, S,
G2 et M (Fig. 3)

Les différentes étapes du cycle cellulaire sont régulées par des interactions complexes
entre des signaux positifs et négatifs. Les régulateurs clés de la division cellulaire sont des
kinases cycline-dépendants (Swynghdau, 2008).

Phase S :
réplication de 1'ADN
Phase G2 :
croissance, préparation
e la mitose

Phase GG1:
croissance, préparation de
la réplicalion

Stade GO:
hors du evele cellulaire

Figure 3 : Les durées des différentes phases du cycle cellulaire (Swynghdau, 2008).
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1. Différentes phases du cycle cellulaire :

1.1 L’interphase :

L’interphase est la période comprise entre la fin d’une division et le déebut de la division
suivante : elle correspond, en général, a la plus grande partie du cycle (Maillet, 2006).
L’interphase se décompose en 3 phases : G1, S, G2.

1.2 Phase G1 :

G : vient d'un mot anglais "GAP" (intervalle) correspond & I’intervalle qui sépare la fin de
mitose et de début de la synthese de I’ADN. Au cours de cette étape, la cellule synthétisé des
molécules des d’ARN (Maillet, 2006).

Phase de croissance et de reconstitution des réserves pendant laquelle la cellule synthétise

de I’ARN (transcription) et des protéines (traduction) (Swynghdau, 2008).

La phase G1 n’existe pas lors des premieres divisions qui suivent la fécondation .Elle

apparait relativement tot au cours du développement embryonnaire.

D’une maniere genérale, la phase G1 est la phase dont la durée est la plus variable : elle
dépend de la nature de cellule (en général de 1heure chez I’embryon a 6 mois,
approximativement 1 an dans le foie chez les mammiféres) .sa durée diminue sensiblement

pour les cellules cancéreuses (Maillet, 2006).

La cellule en phase G1 contient la quantit¢ d’ADN caracteristique de I’espece,
correspondant dans les cellules somatiques & 2n chromosomes (par exemple 23x2, soit 46
dans I’espéce) ; cette quantité reste constante pendant tous la phase G1 (Ghorbal, 2011).

Les mécanismes, qui contrblent la croissance et la différenciation chez les étres

multicellulaires, sont liés a la machinerie de la phase G1 (Somouelian et al., 2009).

La phase G1 joue un role essentiel dans la régulation du cycle cellulaire : La cellule
contrble son environnement et sa propre taille qui double avant la phase S. Le passage de la
phase G1 a la phase S est décisif, car il engage, de fagon irréversible, la cellule dans le

processus qui conduit a la division (normale ou pathologique) (Maillet, 2006).

Avant lui, le facteur de croissance est nécessaire pour que la cellule progresse dans le
cycle ; apres lui les cellules proliféerent indépendamment des incitations mitogéniques
(Swynghdau, 2008).

-
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La phase G1 est une phase de synthése, au cours de quelle la réplication de I’ADN ne
produit pas. Les cellules viennent de se diviser: leur volume cytoplasmique est faible
(Maillet, 2006).

La cellule synthétise donc des molécules d’ARN (ARNm, ARNr, ARNt) et assure la
production des proteines nécessaire a I’accroissement de la cellule .Durant cette phase, chaque

chromosome est formé d’une molécule d’ADN associée aux histones (Albarts et al., 2004).

Les réparations de I’ADN se déroulent au cours de cette phase : il convient de noter que
I’ADN est également réparé au cours des phases G2 et au cours de la prophase (les
corrections sur épreuves ont lieu pendant la phase S) (Maillet, 2006).

1.3Phase S :

Pendant les quatre heures que dure cette phase, I’ADN va étre entiérement répliqué, grace
a I’ADN polymérase. On y voit la transcription de beaucoup d’ARNm codant pour les

protéines d'histones qui seront utilisées pour compacter la molécule d'’ADN (Ghorbal, 2011).

Au début de la phase le chromosome est fait d'une chromatide et en fin de phase le

chromosome sera composé de deux chromatides (Somouelian et al., 2009).

Ces deux chromatides sont assemblées au centromére. Dans le cytoplasme de la cellule
animale, le complexe centriolaire (le centrosome) se réplique durant la phase S. Chaque
centriole pére donne naissance a un centriole fils, chaque centriole pere et fils s'assemblent et
les centrioles fils s'entourent de microtubules rayonnants et deviennent des centrioles péres a
leur tour. Cette réplication des centrioles est dite semi-conservative. Les deux centrosomes

formés vont s'écarter pour former les deux péles (Ghorbal, 2011).
1.4 Phase G2 :

Qui précede la mitose, la cellule poursuit une activité transcriptionnelle pour la synthése
des substrats nécessaires a la mitose (Vincent, 2007).Une fois la réplication de I’ADN
terminée, la phase G2 commence. Ici, la croissance de la cellule est terminée, mais elle
continuera a remplir ses fonctions. Pendant cette phase, les centrosomes se répliquent, ils
permettront le bon déroulement de la mitose. Cette phase se termine en passant le point de
contrble G2, ou la mitose commence. La phase G2 est une phase courte de 4 a 5 heures qui

débute dés que la replication de I’ADN est achevée (Jorde et al., 2004).

-


https://fr.wikipedia.org/wiki/ADN_polym%C3%A9rase
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1.5 La phase M (mitose):

Le processus de division cellulaire comprend, une division nucléaire (caryocinese) ; une
division cytoplasmique (cytodiérese) (Karp, 1998).
1.5.1 Caryocinese :

Caryocinése comprend cing phases: la prophase, la prométaphase, la métaphase,
I’anaphase et la télophase. Elle est produite grdce au fuseau mitotique constitué de
microtubules (Fig. 4) (Alberts et al, 2004).

— — —_— - — — o ——— ———— —— —

- e

interphase

""'k A
' Préanaphase

Figure 4: Les différentes phases de la division cellulaire (Somouelian et al., 2009).

1.5.1.1 Prophase :

La prophase est la premiere phase de la mitose : elle est caractérisée par une condensation
des chromosomes dans le noyau dont I’enveloppe existe en cours. Les chromosomes sont

constitués par I’association de deux chromatides (Swynghdau, 2008).

Les microtubules s’organisant en fuseau tendu entre les deux centrosomes qui migrent vers
chacun des pdles nucléaire. La prophase prépare la réplication des chromosomes (durées 15 a
30 min) (Maillet, 2008).




Chapitre 1l : rappel sur le cycle cellulaire

1.5.1.2 La prométaphase :

Est observée la rupture de I'enveloppe nucléaire, ainsi que la pénétration des microtubules
kinétochoriens et polaires dans la « zone nucléaire » (il est plus simple de ne pas considérer
cette phase) (Swynghdau, 2008).

1.5.1.3 La métaphase :

Regroupement des centromeres dans le plan équatorial du fuseau de division (I’ensemble des
chromosomes clivés, ainsi rangés, forme une figure appelée plaque équatoriale) (Fig.5)
(Maillet, 2008)
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|
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—

chromosomes f
disposés en
plaque
équatoriale
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e = DEMI-
microtubules = FUSEAU---
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Figure 5 : La métaphase (Swynghdau, 2008).

1.5.1.4 L’anaphase :
Correspond au partage des chromosomes en deux lots identique, elle est caractérisee par :
-L’allongement des microtubules polaires.

- Le raccourcissement des microtubules kinétochoriens.
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- La migration des chromosomes vers les poles mitotiques (Fig.6) (Ghorbal, 2011).

raccourcissement mic‘rqtubures chromosomes-fils
des microtubules asteriens | se déplacant
_kinétochoriens SRR Lvers les poles
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DE
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== o= e SRR
e %7/)\\\\\\ e

ANAPHASE ' __/,7/’ %‘
a. Individualisation des chromosomes - fils b. Allongement du fuseau ////k\\\\

Figure 6 : L’anaphase (Swynghdau, 2008).
1.5.1.5 La télophase :
Est une période caractérisée par :
-L’arrét migration des chromosomes vers les poéles.
- Ladisparition du fuseau.

-Lors de télophase : les chromosomes sont condensent et les deux noyaux —fils (chacun avec
2n) du noyau initial vont se former. La cytokine finale va donne deux cellules filles
(Swynghedau, 2008).

1.5.2 La cytodiérese :

La cytodiérese commence aprés la télophase ou un peu avant sa fin. Chez la cellule

végétons, la cytodiérese est trés différent de par la présence d’une paroi rigide (divisée en une
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paroi primaire, cellulosique et paroi primitive, I’ensemble forment une paroi pecto-
cellulosique) (Mabuchi, 1986).

Elle se réalise par la construction d’une nouvelle paroi, phragmoplaste appelle plus
simplement corps intermédiaire entre les deux cellules filles (des vésicules golgiennes

s’accumulent au centre de cellule (Somouelian et al., 2009).

I1. Les microtubules :

Les microtubules sont des polymeres dynamiques capables de former des réseaux
tridimensionnels hautement structurés. Est un cylindre creux de 25 nm de diametre dont la
paroi est constituée de 13protofilament, chacune d’eux est une succession d’ hétérodimeres
Alpha /Béta tubuline Ce cylindre comporte deux extrémités deux extrémités (Amos et Baker,

1979).

-« Extrémité plus (+) » ou la vitesse d’addition des monomere de tubuline est plus élevée.

-« Extrémité moins (-) » ou la vitesse de dissociation monomeres de tubuline est plus élevée

(Fig.7) (Starachan et Read, 2012).

o
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Figure 7 : a) dynamique de la formation des microtubules, b) les protéines motrices des
microtubules (Starachan et Read, 2012).
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Le microtubule est par nature instable. Ainsi, en présence de protéine kinase, sa taille
s’accroit  (polymérisation GTP dépondent) ; en présence de phosphate, elle décroit
(dépolymérisation par phosphorylation). Le passage de polymérisation a dépolymérisation les

ou les inverses correspond a ce qu’on appelle « instabilité dynamique ».

Cette instabilité est essentielle a (Verdier et al., 2001) :

- L attachement des chromosomes au fuseau mitotique ;

- Leurs alignements en metaphase (Fig.8).

- La séparation des chromatines durant la mitose.

Les microtubules interviennent dans nombreuxprocessus cellulaire (Albert et al., 2004)
-Mouvements (cils et flagelles) ;

-Transport intracellulaire d’organelles ;

-Organisation du fuseau mitotique (centrosomes du fuseau et du kinétchore)

- Les microtubules de I’aster :

Interviennent dans la mise en place du fuseau: ils rayonnement a partir de chaque

centrosome et détermine le plan de la cytodiérése (Swynghedau, 2008).
- Les microtubules polaires :

Partent d’un centrosome et dépassent les chromosomes ils maintiennent I’intégrité du
fuseau. lls n’atteignent pas I’autre pole de la cellule, mais ils s’intercalent avec ceux qui
viennent du pole opposé .leurs extrémités, qui se chevauchent, sont unis par des protéines
motrices (Verdier et al., 2001).

- Les microtubules kinétochoriens :

caractérisés par la présence des kinétochores (complexes multiprotéiques assurant la
polymérisation et la dépolymeérisation des microtubules), qui attachent les chromosomes aux

microtubules, les dirigent vers le plan équatorial de la cellule (Alberts et al., 2004).

.
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Figure 8 : Représentation schématique du fuseau mitotique en métaphase
(Alberts et al., 2004).

I11. Régulation du cycle cellulaire :

Le contrdle du cycle cellulaire se concentre principalement sur deux points :

-la transition entre la phase G1 et la phase S.

-la transition entre la phase G2 et I’entrée en mitose (karp, 1998).

Le passage par ces points exige I’activation temporaire des kinases cyclines dépendantes
(CDKs). Ces dernieres sont actives uniquement sous forme d’un complexe entre une sous-

unité catalytique (protéine kinase) responsable de I’activité enzymatique et une sous- unité

régulatrice (cycline) capable de controler cette activité (Tab. 1) (Meijer, 2003).

Tableau 1 : principales kinases cyclines — dépendantes (CDKs) et leur rdle dans la régulation

du cycle cellulaire (adapté d’apres) (Meijer, 2003).

Protéines kinases CDK | Cycline Role

CDK4 etCDK®6 Cycline D la regulation le déroulement de la phase G1.

CDK2 Cycline E Assurer la transition G1/S

CDK2 Cycline A Assure le contréle de la phase S

CDK1 Cycline A Intervient en G2

CDK1 Cycline B la régule la transition G2/M et I’entrée en
mitose.
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1.Les CDKs:

Sont des sérine- thréonine kinases, enzymes qui catalysent la phosphorylation de protéines
cibles (=substrats) jouant un réle dans les évenements du cycle cellulaire (Fragmentation de

I’enveloppe nucléaire, compaction des chromosomes, réplication de I’ADN...), ou dans

I’avancement du cycle (Fig. 9).

r Cyeline j
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\\ La phosphorylation est
remdue possible par le

rapprochement de PPATEP et
ide la protéine cible

Figure 9: Principaux sites de kinases cyclines-dépendantes (CDKSs).
2. Les cyclines :

Sont des protéines présentes a des taux variables dans le cytoplasme des cellules selon les
étapes du cycle cellulaire (d’ou leur nom). Elles constituent la partie régulatrice du couple
cycline-CDK. Elles sont synthétisées a des moments différent du cycle cellulaire, se lient a
des kinases spécifiques et permettent ainsi la progression du cycle cellulaire (Fig.10)
(Grifiths, et al., 2001). Les plantes possédent trios groupes de cyclines de types A et deus
groupe de cyclines de type de B (Renaudin et al., 1998).

Figure 10 : Contrdle du cycle cellulaire par les kinases cyclines-dépendantes (CDKSs)

(Meijer, 2003).
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IV. Les chromosomes :

Le chromosome des cellules eucaryotes est le support morphologique de I’information
génetique. 1l est formé par une fibre nucléosomique non circulaire (elle possede donc des
extrémités) dont le compactage varie au cours du cycle cellulaire (Maillet, 2006).

Elle est une structure chromatinienne visible dans un noyau interphasique aprés une
coloration au DAPI (Somouelian et al., 2009).

1. Les caractéristiques majeures des chromosomes :

Chez la plupart des végétaux, chaque cellule somatique, c'est-a-dire une cellule non
germinale, contient un lot de chromosomes paternels et un lot chromosomes maternels qui
sont homologues : les cellules sont dites diploides, caractérisée par des paires de

chromosomes homologues (Swynghedau, 2008).

A contrario, les cellules germinales (gamétes ou cellules sexuelles) sont dites haploides,
car elles ne contiennent qu’un seul lot de chromosomes (n) (Vincent, 2007).

1.1 Le nombre :

Le nombre de chromosomes au sein d’une cellule eucaryote somatique est identique pour
tous les individus d’une méme espece: par exemple, chez I’hnomme, le nombre de
chromosomes est 23 paires: 22 autosomes et 2 chromosomes sexuels (gonosomes), le

chromosome X et le chromosome Y (Maillet, 2006).

Chez la drosophile (2n = 8) .1l n’existe aucune corrélation entre le nombre cellulaire de
chromosome et de la position de I’espece dans la classification phylogénétique (Vincent,
2007).

Le caryotype (type nucléaire) permet de distinguer et de regrouper les paires de
chromosomes homologues en microscope, établissant ainsi la carte chromosomique propre a
chaque espéce. Le caryotype est défini par le nombre de chromosome et pas d’autres
caractéristiques visible (Grifiths et al., 2001).

1.2 La structure :

Les chromosomes porteurs de I’information génétique sont facilement observables lors de
la mitose, du fait de leur grande compaction lors cette phase du cycle cellulaire (Somouelian
et al., 2009).

-
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La structure des chromosomes, telle est généralement illustrée dans les manuels,
représente I’état dans lequel ils se trouvent au cours de la métaphase, quand les cellules se

préparent a subir les derniéres étapes de division cellulaire (Vincent, 2007).

Les chromosomes ont structure tres différente pendent la plus grande partie du cycle
cellulaire (Strachan et Read, 2012).

Les chromosomes sont des structures visibles a certains moments du cycle cellulaire.
Pendent I’interphase, la plupart des régions chromosomiques sont plutot tres étirées ; ce qui

permet aux genes de s’exprimer (Swynghedau, 2008).

Pour qu’un chromosome soit copié et transmis fidelement aux cellules filles, trois types

d’éléments structuraux seulement sont nécessaires :

e Lescentromeres :

Sont nécessaires pour la ségrégation correcte des chromosomes aprés la réplication de
I’ADN. La réplication génere deux copies du chromosome qui sont appelées les chromatides

saeurs.

Ces deux copies vont se separer I’une de I’autre au cours de la division cellulaire pour
intégrer une cellule fille. Le centromére d’ou partent quatre base deux long, g, deus cours, p.
Comme pour les origines de réplication, les centromeres vont guider la formation d’un

complexe protéique tres élaboré appelé le kinétochore (Albarts et al., 2004).

Ce dernier interagit non seulement avec I’ADN du centromere mais aussi avec des
filaments de protéines nommes microtubules, qui vont mécaniquement permettre la séparation

des deux copies et leurs répartition dans les cellules filles (Swynghedau, 2008).

Elle qui apparait le mieux a la métaphase, la ou il se représente comme la parties la plus

étroite du chromosome et la région ou s’attachent les fibres fuseau (Strachan et Read, 2012).
e Lesorigines de réplication :

Séquences particuliers d’ADN le long de chacun des chromosomes a partir desquelles la
réplication de I’ADN peut étre initiée (Strachan et Read, 2012). Elle se retrouve
généralement tous les 30 a 40 kb le long de chaque chromosome eucaryote. Les
chromosomes procaryotes ont également besoin d’une origine de réplication, mais ils n’ont
généralement qu’un seul site d’initiation. La plupart du temps, les origines de réplication sont

retrouvées dans les régions non —codantes (Swynghedau, 2008).

.
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e Lestélomeres :

Sont situés aux deux extrémités d’un chromosome linéaire, possédant une structure
particuliére qui empéche la dégradation par les nucléases de I’ADN interne (Swynghedauw,
2008). Comme pour les centromeres et les origines de réplication, les téloméres sont des sites
de recrutement pour un grand nombre de protéine. Mais dans ce cas, les complexes
protéiques vont assurer deux fonctions importantes (Swynghedau, 2008). Premiérement, les
protéines vont reconnaitre I’extrémité naturelle du chromosome et la distinguer des sites
potentiels de cassure de I’ADN (Albarts et al., 2004).

Classiquement, les extrémités libres d’ADN forment les sites de recombinaison et la
dégradation de I’ADN. Mais les protéines qui se fixent aux téloméres forment une structure
qui est résistante a ces deux processus. Deuxiemement, les télomeéres sont des origines de
réplication specialisées pour permettre a la cellule de répliquer les extrémités de ces
chromosomes (Swynghedau, 2008).

2. Du chromosome au nucléosome :

. Le nucléosome :

C’est I’unité fondamentale d’empaquetage de I’ADN : une portion de 147pb de double
hélice d’ADN est enroulée en peu moins de deux tours atour d’un noyau central (Strachan et
Read, 2012). (Fig.11) (Somouelian et al., 2009).

L’organisation structurelle des nucléosomes a été déterminée apres leur isolement de
chromatine déroulée par digestion grace a des enzymes particuliéres (les nucléases) qui ont
décomposé I’ADN en le coupant entre les nucléosomes. Aprés une digestion sur une courte
période, I’ADN exposé entre les cceurs de nucléosome, ou ADN de liaison, est dégradé.
Chaque cceurs de nucléosome est constitué d’un complexe de huit protéines d’histone —deux
molécules H2A, H2B, H3 et H4- et d’un double brin d’ADN qui mesure 146 paire de
nucléotide (Albarts et al., 2004).

La chromatine permet de structurer, d’organisme et compacter I’information génétique
dans un volume nucléaire. Au—dela de cette fonction structurale, elle est impliquée dans un
grand nombre de régulation et dans le métabolisme de I’ADN d’une facon générale

(Somouelian et al., 2009).

.
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Mucleus

Figure 11 : La structure générale du chromosome (Grifiths et al., 2001).

V. Colchicine :

La colchicine est un alcaloide extrait des tiges souterraines charnues du colchique
colchicum autumnale L. (Liliaceae), qui en fixant sur une molécule de la tubuline empéche sa

polymérisation en microtubules (Fig.12) (Allain, 2005).

L absence ou I’insuffisance des microtubules entraine le blocage de la division cellulaire
au stade métaphase ; I’inhibition de la motilité cellulaire et le transport intracellulaire des
vésicules et des organites. Toutes les parties de la plante contiennent I’alcaloide toxique. La
colchicine utilise en thérapeutique essentiellement pour son action anti-inflammatoire
(Manuelle, 2008).

Figure 12: Structure de la colchicine (Allain, 2005).
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V1. Les antimitotiques :

Les agents antimitotiques sont des substances, soit des radiations capables d’inhiber ou de

modifier le déroulement de la mitose (Maillet, 2002).

Les substances antimitotiques sont des substances qui, a faible a la relativement faible
concentration, sont capables d’inhiber la mitose, de la perturber ou de I’arréter, ou méme de
perturber et d’inhiber un ou plusieurs phénoménes de la préparation a la mitose, et ainsi

d’empécher la cellule d’entrer en cinése (division) (Caron, 2011).
1. Classification et mécanisme d’action :

Des substances structure et d’origine variées sont capables d’exercer une action

antimitotique spécifique soit sur (Caron, 2011).
L’ADN : par action des agents alkylants et des agents scindants ;

v Les enzymes : par action des antimétabolites et des antitopiosomirases ;

v Les microtubules : par action des poisons du fuseau mitotique (Fig. 13).

La plupart de ces substances exercent leur action durant le cycle cellulaire soit a une
phase spécifique du cycle, elles sont dites « agent phases dépendants » ; soit tout au long du

cycle, elles sont dites « agents cycle dépendants » (Gorin et al., 1996).

Agents scindants

Anti- I':J -"'“E®
Alkylants topoisomerases Paoison (0] Cfu
mano-brins du -
Alkylants fuseau URJ
bi-brins
G Taxanes
Anti- métabolites @
ADN Enzyvines Tubules

Figure 13 : principaux sites d’action des antimitotiques.
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2. Action sur I’ADN :

2.1 Agents alkylants :

Les agents alkylants sont cycle-dépendants, agissant sur toutes les cellules en cycle,
préférentiellement sur les cellules a division rapide (qui n’ont pas le temps de réparer les
erreurs avant la phase S) ; les cellules s’accumulent et meurent alors en phase G2 (Gorin et
al., 1996).Ces agents sont mutagénes a faible concentration et antimitotique a forte
concentration (Berthet, 2006).

Ces molécules possédent un ou plusieurs sites électrophiles qui leur permettent
d’interagir directement avec les chaines d’ADN au niveau des bases nucléiques en formant
des liaisons covalentes entre celles-ci. Ceci empéche la réplication de I’ADN et par
conséquent la prolifération des cellules cancéreuses (Caron, 2011). L’alkylation des bases
nucléiques porte principalement sur la guanine en 06 ou N7 (Fig. 14), ainsi on distingue:

- Les alkylants monofonctionnels : provoquent surtout des mutations : GC —5 AT
Parce que la guanine en 06s’apparie a la thymine plut6t que la cytosine (Berthet, 2006) ;

- Les alkylants bifonctionnels : forment des ponts entre résidus, guanines voisines,

blogquant ainsi la réplication de I’ADN.

HCfE‘\G_ 20—
AP e
O -N=—c2 G sn—H

Figure 14: Principaux sites d’action des agents alkylants (Berthet, 2006).

D : désoxyribose ; G : guanine.
2.2 Agents scindants :
La bléomycine est le seul représentant de cette classe, isolée a partir de Streptomyces

verticillus .Par I’intermédiaire de son composant protéique, la bléomycine se fixe sur I’ADN
et forme des ions superoxydes responsables de cassures simples et double brin de I’ADN a

-
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I’origine de cassure et délétions chromosomiques. La bléomycine est un cycle-dépendant,
agissant préférentiellement en phase G2, en mitose mais atteint aussi les cellules en phase G1
(Gorin et al., 1996).

3. Action sur les microtubules : poisons du fuseau mitotique :

Cycle mitotique il y a deux moments favorables a I’action des poisons du fuseau
(Maussang, 2005).

- Au cours de la polymerisation des tubulines en microtubules ce qui correspond a I’action
des inhibiteurs d’assemblage de la tubuline en microtubules (alcaloides de vinca ; colchicine ;

podoyhyllotoxines) ;

-Au moment de la dépolymérisation des microtubules en tubuline ce qui correspond a
I’action des inhibiteurs de désassemblage des microtubules en tubuline (taxol); En
interagissant avec la tubuline et les microtubules, ces poisons bloguent les cellules en mitose,

ce qui se traduit par (Verdier et al., 2001) :
-Leur accumulation en phase G2/M du cycle ;
-I’augmentation du nombre de cellules a ADN chromosomique condense ;

- I’augmentation de complexes cdk /cycline B actifs.

VII. Méristemes des végétaux :

Chez les plantes terrestres, un méristeme est un tissu cellulaire spécialisé dans la
croissance. Les cellules meéristématiques indifférenciées se divisent (mitoses) puis
se différencient en acquérant une structure et une fonction. On distingue habituellement les
méristémes primaires qui assurent la croissance de la plante en longueur au niveau de la tige,
des feuilles et des racines, et les méristemes secondaires, responsables de la croissance en
épaisseur de certains organes (dits a croissance secondaire) chez certaines plantes (le tronc des

arbres par exemple). Chez les végetaux, les méristémes permettent une croissance infinie.

Un méristeme est un groupe de cellules végétales indifférenciées qui ont la capacité de se
diviser par mitose un nombre indéfini de fois. Les cellules du méristeme sont aussi appelées

"initiales» (Somouelian et al., 2009).

-
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Chapitre 1l : rappel sur le cycle cellulaire

1. Méristemes primaires ou apicaux :

Les méristemes primaires sont les premiers a se mettre en place ; ils sont a l'origine des
tissus primaires de la plante et permettent la croissance en longueur. lls sont situés a l'apex
des racines et de la tige et des rameaux (dans les bourgeons lorsqu'il y en a- ils sont alors
quiescents). On les trouve aussi dans les bourgeons axillaires, a l'aisselle des feuilles
(Somouelian et al., 2009).

2. Structure du méristéme :
Le méristéeme apical primaire peut étre divisé en couches ou en domaines :

-'‘organisation en couches prend en compte les différentes lignées cellulaires qui constituent

chacune une couche.

La couche de cellules la plus externe (couche L1) constitue I'épiderme et la couche sous-
jacente est la couche L2. La couche la plus interne, formée de plusieurs couches de cellules,
constitue la couche L3, qui engendrera le parenchyme médullaire. Les couches L1 et L2
subissent toutes deux des divisions anticlines et forment la tunica du méristéme, tandis que la
couche L3 qui présente des divisions a la fois anticlines et périclines constitue le corpus du

méristeme (Fig.15) (Somouelian et al., 2009).

La plante se construit grace a I’activité des méristémes. Ces tissus indifférenciés et
spécifique sont a I’origine de tous les organes de la plante et fonctionnent tout au long de sa

vie (Somouelian et al., 2009).

Figure 15 : Organisation en couches d’un méristeme apical (Somouelian et al., 2009).
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I. Matériel :

Notre travail a été réalisé au laboratoire de biochimie et biologie végétale de I’université
Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem, Faculté des Sciences de la Nature et de la vie. Il a
porté sur I'étude de I'activité antimitotique de I’extrait des feuilles de la sauge (Salvia officinalis
L.) Sur le méristeme radiculaire de I’oignon (Alium cépa L.).

1. Materiel végétal :

Le matériel végeétal est constitué de feuilles de la sauge (Salvia officinalis L.) (fig.16).

La plante utilisée dans cette étude est collecté du jardin du site I (Ex: ITA), Université de

Benbadis / Mostaganem.

Figure 16: Feuilles de la sauge (Salvia officinalis L.).

1.1 Préparation des échantillons pour I’extraction :

Tous les essais qui suivent ont porté sur du matériel séché a I'air libre, a I'abri de la lumiére.
Le matériel végétal a été ensuite finement broyé a l'aide d'un moulin électrique. Les poudres
des échantillons préparés sont ensuite, conservées dans des flacons a I'abri de la lumiére jusqu'a
utilisation (Fig.17). La conservation ce fait dans des flacons hermétiques au réfrigérateur.
Toutes ces opérations permettent de pallier a la dégradation de certains constituants et
contribuent a l'inhibition de toutes activités enzymatiques de leur dénaturation (Benamar,
2008).
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Figure 17 : Feuilles séches de la sauge + poudre aprés broyage.

a : les feuilles avant la broyage, b : les feuilles aprés la broyage, b :

Dans cette partie, des cellules méristématiques des apex racinaires d’Allium cepa L. sont
utilisées comme modeéle expérimental. En effet, des bulbes d’oignon (Allium cepa) ont été
placés dans des récipients remplis d’eau de facon a ce que les bases des bulbes baignent dans

I’eau pendant 3 jours (Fig.18).

Figure 18 : Racines d’un bulbe d’oignon (Allium cepa) dans un récipient.

1. Méthodes :

1. Extraction des huiles essentielles :

L’extraction des huiles essentielles des feuilles fraiches de plantes étudiée a été réalisée a
I’aide d’un distillateur Pour ce faire, 1 Kg de matériel végétal est placé sur une grille qui
surmonte I’eau en ébullition. Les vapeurs formées dans I’extracteur traversent la plante,
liberent I’huile du tissu végétal et I’entrainent avec elles. Aprés condensation dans le
réfrigérant, celles-ci chutent et sont récupérées dans une ampoule de décantation, I’eau et
I’huile se séparent par différence de densité. L’huile obtenue est conservée a une température

E
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de 4°C dans des tubes en verre opaques, fermés hermétiquement pour la préserver de I’air et de
la lumiére jusqu’a son usage. L’opération de distillation dure deux heures, a la température de
100°C et une pression de 1,2 bar (Fig.19).

Figure 19 : Dispositif d’hydrodistillation des huiles essentielles.
1.1 Détermination de rendement :

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile
essentielle obtenue aprés extraction et la masse de la matiére végetale utilisée. Il est exprime en
pourcentage et calculé par la formule suivante :

R = (PHE / PP) X 100
R : Rendement d’huile essentielle en pourcentage
PHE : Poids d’huile essentielle en g.

PP : Poids de plante en g (Afnor, 1986).
2. Extraction sous reflux :

Le solvant d'extraction utilisé est le Méthanol. Plusieurs études montrent que le méthanol et
I'eau ainsi que leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés pour une haute
récupération de composés phénoliques (Sahreen et al., 2010; Xia et al.,2010; Bouzid et
al.,2011) et I'obtention d'une meilleure activité antioxydante (Barros et al.,2010).

La méthode d’extraction consiste a porter I’échantillon (10% de poudre broyée) a ébullition
sous reflux (Fig.20) en utilisant le méthanol pendant 30 min avec trois extractions successives.
Cette technique permet d’extraire les composés chimiques les plus polaires présents dans la
plante étudiée. Les trois extraits obtenus sont filtrés a I’aide du filtre de papier plissé, et posés

I’extrait de chaque échantillon dans des fioles (Fig.21).

Les extraits sont ensuite concentrés et séchés a I’aide d’un Rota vapeur (Fig. 22) afin

d’éliminer toute trace de méthanol, pour obtenir une poudre végétale seche.

E
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Figure 20 : Dispositif de I’extraction sous reflux.

10 g du maténel végétale séche (poudre) + (100 ml Dans le méthanol)

Ebullition sous reflux
(3fois 30 mn)

Efunion des 3extraits

l Filtration sur papier filtre plissé

Extrait methanolique brut
1 Rota vapeur

Poudre parfaitement séche
(Conservation au réfrigérateur)

Figure21: Protocole de préparation d'extrait méthanolique sous reflux.
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Figure 22 : Dispositif de Rota vapeur.
3. Etude de I’activité antimitotique :

L activité cytogenétique des extraits végétaux a été réalisée in vitro par le test d’Allium cepa
adopté par Shweta et al. (2012).

En effet, des bulbes d’oignon (Allium cepa) obtenus du marché local de méme calibre sont
d’abords épluchés, soigneusement débarrassés de la partie brunétre, proprement laves par I’eau
distillée et ont été placés dans des récipients remplis d’eau de facon a ce que les bases des
bulbes baignent dans I’eau pendant 3 jours. Pour maintenir un niveau d'eau suffisant en depit

de I'évaporation, il suffit de rajouter chaque jour un peu d'eau dans les flacons.

Les apex racinaires dans lesquels les mitoses sont nombreuses ont été coupés et trempés 24h
dans des cupules, contenant I’extrait végétal a deux concentrations différentes (0,12%; 0.25%),
la colchicine (témoin positif) et I’eau (témoin négatif). Ces apex sont ensuite fixés a I’alcool
acétique pendant 3h et colorés au carmin acétique, afin d’observer au microscope optique les
différents stades de la mitose.

e Préléevement :

Prélever avec des ciseaux une jeune racine en croissance sur un bulbe. Couper le segment
terminal a 5 mm de I'extrémité et le déposer sur une lame porte-objet. On doit observer pres de
I'extrémité le méristeme qui forme une petite tache ; Plus le fragment prélevé est petite, dans
I'idéal limite au meristéeme, plus le rapport du nombre de cellules en mitose par rapport au

nombre total de cellules est élevé.
4. Analyse cytogénétique :

- Extrémités méristématiques en croissance active sont prélevées et plongées dans une solution
aqueuse de colchicine a 0,1% et 0,2% pendant 2 h a tempérantes ambiante, on rince a I’eau
distillée pour éliminer les traces de colchicine ;

- Fixer dans une solution d’acide acétique a 45% pendant 3 a 4 heures a la température
ambiante. Les extrémités sont écrasées avec le pouce entre lame et lamelle.

- Placer la lame dans un boite de pétri sur papier filtre mouillé a I’eau distillée.

- Décoller la lamelle d’un coup de lame de lame de rasoir, et verser sur la lame quelques
gouttes suffisantes de solution de nitrate d’argent (Ag NO3) a 50% (cette solution doit
conserver un a labri de la lumiére).

- Recouvrir la lamelle et incuber & 40 °C ou 45 °C pendant 24 h a I’abri de la lumiere.
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- Rincer la lame a I’eau distillée.

- Observer, sans coloration, au microscope optique.

° Fixation :

-Prélever avec des ciseaux une jeune racine en croissance sur un bulbe. Couper le segment
terminal a 5 mm de I'extrémité et le déposer sur une lame porte-objet. On doit observer prés de
I'extrémité le méristeme qui forme une petite tache (Fig .23 a);

-Place apex racinaires dans la solution carnoy (carnoy fluid) pendant 2 heures pour fixés les
cellules (Fig 23 b);

-Lavage des échantillons avec l'alcool 70% ;

-Recouvrir les échantillons dans I'éthanol 95% + acide chlorhydrique dilué & 1 mol. L. Laisser
agir 5 min pendant lesquelles I'acide hydrolyse le ciment pectique qui relie les parois
cellulaires. Ceci facilitera ensuite la dissociation des cellules ;

-Enlever I'acide avec un essuie tout utilisé comme papier buvard en faisant attention de ne pas
coller I’échantillon sur le papier ;

-Recouvrir I’échantillon d’une solution de carmin acétique et laisser agir pendant 20min et
ébouillie pendant 2 a 3 min (Fig. 23 ¢);

-Placer délicatement une racine sans la rincer entre lame et lamelle et écraser doucement pour

étaler les cellules (Fig. 23 d).

Figure 23 : Les différentes étapes de fixation des extrémités de racine d’oignon.

30
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Culture des bulbes d’Allium cepa L. pdt 72 h

J

Traitement |
Témoin Extrait végétal
Milieu synthetique 1 0.12% ; 0,25%

| Prelevement des apex racinaires (10 apex par traitement au minimum)

|

| Fixation dans Carnoy pdt 24 h a 4° C et conservation dans ["alcool 70 %

vl

Hyvdrolyse dans HCL 1N 2 60 °C pdt 8 -12 mn |

v
Coloration par carmine acétique |

1

| Ecrasement des apex entre lame et lamelle

l

| Evaluation microscopique

Index mitotique (IM)

— Index des phases (IP)

Figure 24 : Schéma d’un protocole expérimental utilisant les apex racinaires d’Allium cepa L.
(oignon) comme modeéle pour I’évaluation de I’activité activité antimitotique d’un extrait

vegétal.
e Preparation des lames :

La partie méristématique hydrolysée et colorée est isolée a I’aide d’un scalpel, déposée sur
une lame dans une goutte de carmin acétique a 45% et écrasée entre lame et lamelle en tapotant
doucement avec le bout d’une allumette, afin d’obtenir un bon étalement des cellules.
L’étalement peut étre accentué par un léger chauffage sur plague chauffante.

L’examinassions des lames est réalisée a I’aide d’un microscope optique «Zeiss»

grossissement (10x), et en utilisant I’huile d’immersion au grossissement supérieur (100X).
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Le comptage des cellules normales ou aberrantes est realisé sur 1000 cellules du méristeme
racinaire, en prenant en compte toutes les phases de la division cellulaire : prophase (P),
prométaphase (PM), métaphase (M), anaphase (A) et télophase (T).

5. Analyse des donneées antimitotiques :

Pour chaque extrait, 5 apex ont été traités et 1000 cellules ont été observées. L’analyse
cytogénétique a été mise au point par I’évaluation des 4 parametres suivants :
5.1. Index mitotique (IM):

Cet indice consiste a comptabiliser le pourcentage des cellules arrétées en mitose sur le total
des cellules examinées (Ikeda et al., 2000 ; Subhadradevi et al., 2011 ; Shweta et al., 2012 ;
Channabasava et Melappa, 2014).

Nombre de cellules en division
IM (%) = X 100 1)
Nombre de cellules examinées

5.2 Index des phases (IP) :
Cet indice est calculé afin de déterminer le pourcentage des cellules dans chagque phase de la
mitose (Pro, Méta, Ana, Telo) (Glinska et al., 2007 ; Fasla, 2009).

NP’ de cellules en # phases (Pro., Meta., Ana., Telo.)
IP (%) = X 100 (2)
NP total de cellules examinées

5.3 Index des aberrations (I1A) :

Les aberrations chromosomiques rencontrées sont de différents types : micronoyaux (MNC)
; pont chromosomique (P) ; cassure chromosomique (C) ; chromosome en retard (Ct) ;
chromosome a aspect collant (Cc) ; cellule binucléée (Cell bnl) ; fragmentation (Frgt) ; pycnose
(PCN), etc. L’index des aberrations (IA%) est calculé a partir de I’équation (3) (Ricuciu et
Creanga, 2007) :

Total des aberrations chromosomiques
1A (%) = X 100 (3)
Total des cellules analysées

5.4 Valeur limite de cytotoxicite :

La Valeur limite de cytotoxicité : La valeur limite de cytotoxicité (VLC %) est calculée
selon (Sharma, 1983 ; Panda et Sahu, 1985 et Antonsie-Wiez, 1990) a partir de la formule
(4):

IM des cellules traitées
VLC (%) = X 100 4)
IM des cellules témoin

-
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Résultat et discussion

1. Détermination de la teneur en eau :
Les résultats de la détermination de la teneur en eau des feuilles fraiches de Salvia
officinalis L. indique que cette plante est tres riche en eau (68%) (fig. 25). En genéral, les

veégétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau.

32%

68% '
Matiére seche Eau

Figure 25 : le pourcentage de I’eau dans Salvia officinalis L.
2. Rendement des huiles essentielles (HE):

Le rendement moyen en huiles essentielles de la partie aérienne de Salvia officinalis L.
extraite par entrainement a la vapeur d’eau, a été calculé en fonction de la masse du matériel
végétal traité est de I’ordre de 0.93%, de couleur jaune clair et d’une odeur aromatique. Ce
rendement est comparable a ceux obtenus dans d’autres études (Chalchat et Michet ,1998).

Ont montré que le rendement d’extraction des H.E. de Salvia officinalis obtenue par
distillation pendant quatre heures dans un appareil « Clevenger » en fonction de I’origine de la
plante : France (2,05%), Hongrie (2,50%), Portugal (2,90%), Roumanie (2,30%). Par contre,
notre rendement a obtenu de 0,93% par hydro distillation. Cette variation dans le rendement
peut étre attribuée non seulement a I’origine de la plante et a la technique d’extraction mais
également a la période de prélevement du matériel végetal. Ceci a éte confirmé par (Fellah,
2001) qui a montré I’influence de la technique d’extraction d’une part, et I’influence du cycle
vegeétatif d’autre part sur le rendement et la qualité des huiles essentielles.

2.1 Activités antimitotique :

Le modele expérimentale d’Allium cepa est I’un des meilleurs systemes d’évaluation de
I’activité antimitotique in vitro. Ce test est validé par le Programme de I’Environnement des
Nations Unies (UNEP) et le Programme International de la Sécurité Chimique (IPCS), il est
utile pour toute étude préliminaire des substances anticancéreuses (Kuras et al., 2006). En

outre, les cellules vegétales étant généralement plus grosses que les cellules animales et donc

-
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plus faciles a observer au microscope, ne soulevant pas de problemes éthiques, facile a obtenir
et peu colteux. Ce bioessai date de 1938 avec les premiers travaux réalisés sur les cellules
racinaires d’Allim cepaen étudiant I’effet antimitotique de la colchicine (Levan, 1938).

La colchicine est un alcaloide extrait des tiges souterraines du colchique ; Colchicum
autumale (Fasla, 2009). Elle est utilisée couramment dans le traitement de différentes
tumeurs tissulaires. Son action se résume par blocage de la formation du fuseau mitotique. En
se fixant sur une molécule de la tubuline, elle empéche sa polymeérisation en microtubules.
L’absence ou I’insuffisance de ces dernieres entraine un blocage de la mitose au stade de
métaphase .Cette approche confirme le résultat de I’indice des phases de la colchicine obtenu
dans cette étude (Verdier et al., 2001).

2.1.1 Action de témoins :

A partir de la figurel, on remarque les phases différences de division cellulaire des cellules
méristématiques témoin d’Allium cepa L.

L'identification des figures de mitose nécessite d'explorer soigneusement I'ensemble de la
préparation car les cellules sont dissociées a la suite des traitements subis et le nombre de
cellules en division par rapport au nombre total de cellules est faible.

Les clichés ci-dessous ont été réalisés avec un grossissement du microscope x 100. Ils
présentent dans I'ordre chronologique du déroulement les phases caractéristiques de la mitose,
prophase, metaphase, anaphase, télophase. La plupart des clichés montrent aussi des cellules

en interphase (fig. 26).

-
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Figure 26 : Cellules méristematiques racinaires d’Allium cepa en division réguliére et
normale : (a) interphase, (b) prophase, (c) prémétaphase, (d) métaphase, (e) anaphase, (f)
début de télophase, (g) fini de télophase x100.

% Index des phases et index mitotique :
L’index des phases des cellules d’A. cepa L. est représenté majoritairement par des

préprophases .

5
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Tableau 2: Index des phases (IP %) des cellules méristématiques d’A. cepa L.

Phases I P PM M A T
Tissus

1 89 05 01 01 01 03

2 88 11 ~ ~ ~ 01

3 69 27 01 01 _ 02

4 64 30 01 01 02 02

5) 63 27 04 _ 02 04

6 63 35 01 01 _ 02
Somme 436 135 08 04 05 14
IP (%) 72.66 22.5 1.33 0.66 0.83 2.33

- 1 non détectee
NB : Chaque tissu contient 100 cellules observées a (G x100) (annexe).
« Exemple sur calcule :
436
IP (%) = x100 = 72.66 %
600

A partir du calcul, on remarque que I’index mitotique des cellules meristématiques témoin

d’Allium cepa L. Correspond a 27.66 %. Le pourcentage élevé des indices des phases au
niveau de la prophase chez I’ensemble des extraits de la plante testés indique la présence d’un
empéchement de passage aux autres stades de la division cellulaire a ce niveau.

Cette méme action est enregistrée par I’extrait aqueux de Solanum torvum, plante de la
famille des Solanacées (Thenmozhi et Mahadeva, 2011). Il semble que les composés
présents dans ces extraits de A. niger et A. nidulans : endophyte foliaire de Limonia strumfeei,
bloquent la division cellulaire avant la métaphase, ce qui difféere du mécanisme de blocage de
la colchicine. La diminution constatée au niveau des différents indices mitotiques chez les
cellules racinaires d’Allium cepa indique un effet mitodépressif de tous les extraits des plantes

testés.
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L’indice mitotique reste le meilleur parametre d’estimation du taux de cellules en division
(Marcano et al., 2006).

Cette élévation au niveau de la prophase est indépendante de la concentration d’extrait
fongique utilisée. Les indices des phases des cellules méristématiques d’Allium cepa traitees
par les deux concentrations de colchicine sont élevés pour la métaphase. Tandis que les autres
phases sont moins observées. Les pourcentages des 4 phases chez le témoin négatif sont
relativement élevés par rapport a ceux d’extrait végetal et de la colchicine. Ces indices ne sont
dominés par aucune phase de la mitose a la différence des cellules traitées (fig. 27).

1.2.2 Action de colchicine :
% Index des phases et index mitotique :

Dans le tableau, on remarque que I’interphase le stade dominant, que ce soit chez les
cellules témoins ou chez les cellules traitées, suivi de la prophase. Les autres stades ne
représentent qu’une minorite.

Tableau 3: Index des phases (IP %) des cellules méristématiques d’Alliumcepa traitées par la

colchicine a 0.2% comparé au témoin (T).

Phases | P PM M A T
Tissus
1 75 24 1 _ _ _
2 84 14 _ 1 _ 1
3 73 22 1 1 2 1
4 40 44 3 3 7 3
5 40 40 5 2 5 8
6 75 20 1 _ 2 2
Somme 387 164 11 7 16 15
IP (%) 64.5 27.33 1.83 1.16 2.66 25
IM (%) 27.66 22.5 1.33 0.66 0.83 2.33
Témoin (T)

-7 non détectée
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Figure 27:Index des phases (IP %) des cellules méristématiques d’Allium cepa L. traitées par

la colchicine a concentration 0.2% comparé au témoin (T).

Tableau 4: Index mitotique (IM%) et valeur limite de cytotoxicité (VLC %) des cellules

méristématiques d’Allium cepa L. traitées par la colchicine comparés au témoin (T).

IM (%) VLC (%)
T 27.66 _
0.2% 355 128.34

- : non détectée.
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Figure 28: Index mitotique (IM %) des cellules méristematiques d’Allium cepa L. traitées

par la solution aqueuse de colchicine a concentration 0.2% comparé au témoin (T).
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3. Colchicine 2 0.2% :
3.1 Les Anomalies de la division cellulaire :
Les anomalies rencontrées chez les cellules méristématiques des apex racinaires d’Allium

cepa) traitées par la colchicine a 0.2% pendant 2a 3 heure a la température sont illustrées a la
(fig.29) :

Figure 29 : Types d’anomalies rencontrées chez des cellules méristématiques d’Allium cepa

L. traitées par la colchicine & concentration 0.2%.

a - cellule a noyaux déformés ; b- Représentent un nombre de 3 nucléoles (colores par nitrait
d’argent) un noyau interphasique chez A. cepa L ; c- Représente un nombre de 2 nucléoles
(colores par d’argent) dons un noyau interphasique chez Allium cepa L ; d - Représentent un
nombre de 4 nucléoles (colores par nitrait d’argent) un noyau interphasique chez A. cepa L ;
e - double ponts chromosomiques en anaphase ;f- métaphase a aspect collant ; g- cassure en
anaphase ; h - cellules préprophasiques; | - multiplication des noyaux ( Présence de deux
noyaux résultant de l'inhibition de la cytodiérese) .

3.2 Action de I’extrait aqueux de Salvia officinalis :

Les observations microscopiques des cellules méristématiques d’Allium cepa traitées ou
non par I’extrait de la plante étudiée a permis de visualiser les différents stades du

développement mitotique (fig.30). En outre, quelques aberrations et anomalies
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chromosomiques de nature clastogénique touchant la structure des chromosomes ont aussi été

révélées.

Figure 30 : Types d’anomalies rencontrées chez des cellules méristématiques d’Allium cepa
L. traitées par a concentration de I’extrait aqueux de Salvia officinalisa 0.12 % : a- Vide
nucléaire ; b- Epaississement et coloration intense de la chromatine prophasique ; c- Cellules

présentant une partie épaissie la chromatine et I’autre tend a disparaitre.

L’index mitotique est considéré comme un paramétre permettant d’estimer la frequence de

la division cellulaire (Marcano et al., 2006).

La diminution de I’activité mitotique chez les cellules méritématiques racinaires d’Allium
cepa L. indique un effet mitodépressif de colchicine pour la concentration 0.2%, ainsi que
I’extrait de Thymus vulgaris L. (feuilles) pour la concentration 0.12%.

De pareils effets mitodepressifs ont été observés chez des cellules méristématiques d’A.
cepa traitées par des extraits aqueux de cing plantes médicinales utilisées en pharmacopée
Nigérienne : Azadirachtaindica A. JUSS ; Morindaludica Benth ; Cymbopogoncitratus DC.
Stapf, Mangiferaindica L. et Caricapapaya L. Aux concentrations suivantes : 1 ; 2.5 ; 10 ;
20% (m/v) (Akinboro et Bakare, 2007).

Une diminution de I'index mitotique a été aussi observée chez des cellules d’apex
racinaires d’A. cepatraitées par une infusion des feuilles de Pterocaulon polystachum DC.
(Astéracées) (Knoll et al., 2006). Des résultats similaires ont été obtenus pour des infusions
de Maytenusilicifolia Mart. et de Bauhinia candicans Benth (Camparoto et al., 2002).

Les extraits d’acétate d’ethyle comme les extraits méthanoliques ayant donné des
pourcentages similaires et élevés des cellules arrétées en mitose. Cette excellente activité

antimitotique est comparable a celle de la colchicine. De ce fait, nous avons compris que les
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métabolites extraits par les deux solvants utilisés ont la méme efficacité envers I’activité
antimitotique (Medjeber et al., 2018)

D’aprés Deysson (1956), les phénomeénes de I’inhibition préprophasique ou pro phasique
sont classés par ordre de brutalité croissante :
- Le premier degré est caractérisé par une action qui se manifeste uniquement avant la
prophase
- Le second degré est defini par une diminution progressive de I’index mitotiqgue en méme
temps que I’augmentation des proportions des prophases et des télophases, par le fait que la
durée de ces deux stades soit allongée ;
- Le troisieme degré est déterminé par une inhibition de I’entrée en prophase et un blocage des
prophases commencées qui, peu a peu, subissent la catachromase et reviennent a I’état
interphasique. Ceci expliquerait probablement I’apparition des vides nucléaires rencontrés
chez les cellules d’A. cepa L.
L’étrange aspect des chromosomes courts et épaissis observés en prophase indique I’effet de
I’extrait aqueux de T. vulgaris (feuilles) et de la colchicine sur I’organisation de la
chromatine, qui peut étre en relation avec des troubles dans la quantité des histones, ou autres
protéines responsables du contréle de la structure de la chromatine nucléaire (Stryer, 1997).
Des changements similaires dans la structure de la chromatine ont été observés chez des
cellules méristématiques d’Allium cepa traitées par I’extrait aqueux des écorces de
Uncariatomentosa Willd (Rubiaceae) (Kuras et al., 2006), et I’extrait aqueux des aiguilles

de Taxusbaccata L. (Taxaceae) (Majewskaet al., 2003).

.



Conclusion

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et composés
naturels bioactifs qualifiées de métabolites secondaires, leur répartition qualitative et
quantitative est inégale selon les espéces, dont I’accumulation de ces composés dans les

différents organes des plantes joue un réle essentiel pour sa durabilités naturelles.

L’¢tude de I’activité antimitotique réalisée sur les apex racinaires d’Allium cepa L. montre
que I’extrait testé agit selon un mode d’action caractérisé par 1’accumulation des cellules au
stade préprophase et la présence de cellules a noyaux déformes; la suppression anormale du

noyau.

Un effet mitodépressif sur les cellules méritématiques racinaires d’Allium cepa L. a été
observé avec I’extrait des feuilles de Salvia officinalis L. pour lesconcentrations testées (0.12
et 0.25%).

Les meilleures plaques sont obtenues avec la colchicine a 0.2% pendant 2 heures et par un

I’extrait des feuilles de la sauge (Salvia officinalis L.) a concertation 0,25%.

Les aberrations au niveau des phases mitotiques seraient le résultat d’effets des substances
contenues dans 1’extrait des feuilles de la plante, provoquant le dysfonctionnement du fuseau
mitotique conduisant a des troubles chromosomiques durant le cycle cellulaire et d’effet
sclastogenes responsables d’effets cytotoxiques variables directs tels que les cassures, ou
indirects, tels que I’inhibition de la synthese des enzymes ou des protéines régulatrices de la

division cellulaire.

Cependant, le mécanisme de chaque effet nécessite des évaluations supplémentaires.
Pour cela, il est serait judicieux d’examiner 1’effet des extraits aqueux sur d’autres systémes
eucaryotiques et par d’autres approches expérimentales, afin d’obtenir des informations
additionnelles sur I’activité¢ biologique de ces extraits, et qui devraient contribuer a

I’élucidation de leurs mécanismes d’action.
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