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Résumé

Les champignons supérieurs constituent une richesse précieuse pour I’humanité dont
certains possedent une qualité nutritionnelle et un intérét en santé humaine comme des sources
de biomolécules naturelle, également une utilité a la fois écologique et économique. La présente
¢tude a pour objectif de présenter la biodiversité fongique de la wilaya de Tlemcen ainsi que la
sélection de sept espéces en vue de caractériser chimiquement leurs extraits ainsi d'évaluer leurs
activités biologiques. Pour cela, des prospections mycologiques ont ét¢ menées sur les 15 sites
d'é¢tude de I'automne 2018 au printemps 2022. La reconnaissance des macromycetes est fondée
sur 1'identification morphologique.

Les résultats de l'inventaire mycologique indiquent une biodiversité¢ fongique tres
remarquable a travers la région de Tlemcen, un ensemble de 56 espeéces de champignons ont
été répertoriées, classées en 40 genres et 28 familles appartenant a 11 ordres. Cinq champignons
sont recensés en Algérie pour la premiére fois. L'étude myco-chimique réalisée sur les différents
extraits préparés (hydro-méthanolique, hexane, dichlorométhane et mélange AEEM) est
effectuée, par screening myco-chimique, des dosages spectrophotométriques des polyphénols
totaux, des flavonoides, des tanins condensés, des flavonols, des saponines et des triterpénoides
ainsi que la détermination du B-caroténe et du lycopéne. En outre, des analyses par GC-MS ont
été effectuées pour des extraits sélectionnés.

En vue de déterminer la toxicité des différents extraits, le test d'hémolyse a été effectué
in vitro vis-a-vis des érythrocytes humaines. La capacité antioxydante totale, les tests du
piégeage de radical DPPH®, de radical ABTS®" et le pouvoir de réduction du fer ont servi a
évaluer I’activité antioxydante in vitro des extraits. L'activité anti-inflammatoire des extraits a
¢été suivie in vitro par la méthode d'inhibition de la dénaturation thermique des protéines et
également par la méthode de stabilisation de la membrane érythrocytaire qui comprend
I'hémolyse induite par la chaleur. la détermination de l'activité anti-hémolytique et la recherche
de l'effet inhibiteur de 1'a-amylase des extraits ont été réalisées.

Il est nécessaire de mentionner les niveaux de toxicité considérables des extraits de
dichlorométhane de Tricholoma pseudonictitans, hydro-méthanolique de Boletus satanas et
d’hexane de Suillus collinitus envers les érythrocytes humains avec des taux respectivement
(38.35 £2.64% ; 28.07 + 1.41% et 26.03 + 0.56%). Le taux d’hémolyse dans d’autres extraits
demeure conforme aux normes de sécurité. L'extrait hydro-méthanolique de Melanogaster
broomeianus a rapporté les contenus les plus importants en sucres totaux et réducteurs (494,70
+ 7,95 et 403,06 = 15,35 pg EG/mg Ext-S respectivement). Les différentes résultats acquis ont
révélé la richesse des extraits testés en métabolites secondaires. Les (Clso) de test d’ABTS des
extraits de mélange de solvants (AEEM) : de Pleurotus eryngii var ferulae, de M. broomeianus,
des extraits d’hexane et de dichlorométhane de S. collinitus, de dichlorométhane de B. satanas
et hydro-méthanolique de Suillus mediterrneensis ont ét¢ supérieure a celle de référence.



La (CEso) de test FRAP de I’extrait de dichlorométhane de S. collinitus a été supérieures
a celle de l'acide ascorbique. Les extraits de dichlorométhane de P. eryngii var ferulae, les
extraits hydro-méthanolique et les extraits de mélange de solvants de M. broomeianus et les
extraits hydro-méthanolique de 7. claveryi ont fait preuve d'une activité protectrice trés
intéressante contre la dénaturation des protéines. Les especes Terfezia claveryi, P. eryngii var
ferulae, M. broomeianus ont manifesté une capacité protectrice contre I'hémolyse induite par la
chaleur. Les especes M. broomeianus et P. eryngii var. ferulae ont exercé une protection anti-
hémolytique plus puissante que le standard.

Mots clés Champignons supérieures, biodiversité, inventaire mycologique, effet hémolytique,
activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, Inhibition de o-amylase, activité anti-

hémolytique.



Abstract

The higher fungi constitute a precious wealth for humanity, some of which have a
nutritional quality and an interest in human health as sources of natural biomolecules, also a
utility both ecological and economic. The present study aims to present the fungal biodiversity
of the wilaya of Tlemcen as well as the selection of seven mushrooms in order to chemically
characterize their extracts and evaluate their biological activities.

For this, mycological surveys were conducted on the 15 study sites from autumn 2018 to
spring 2022. The recognition of macromycetes is based on morphological identification. The
results of the mycological inventory indicate a very remarkable fungal biodiversity across the
region of Tlemcen, a set of 56 species of mushrooms have been listed, classified into 40 genera
and 28 families belonging to 11 orders. Five mushrooms are recorded in Algeria for the first
time.

The myco-chemical study carried out on the different extracts prepared (hydro-
methanolic, hexane, dichloromethane and AEEM mixture) is performed, by myco-chemical
screening, spectrophotometric assays of total polyphenols, flavonoids, condensed tannins,
flavonols, saponins and triterpenoids as well as the determination of B-carotene and lycopene.
Furthermore, GC-MS analyses were performed for the selected extracts.

First, in order to determine the toxicity of the different extracts, the hemolysis test was
performed in vitro against human red blood cells. The total antioxidant capacity, DPPH®,
ABTS*" radical scavenging and iron reducing power (FRAP) tests were used to evaluate the in
vitro antioxidant capacity of the extracts. The anti-inflammatory activity of the extracts was
monitored in vitro by the heat denaturation protein inhibition method and also by the
erythrocyte membrane stabilization method which includes heat-induced hemolysis.
Determination of antihemolytic activity and investigation of the a-amylase inhibitory effect of
the extracts were performed. hydro-methanolic, hexane, dichloromethane and AEEM mixture

It is necessary to mention the considerable toxicity levels of the extracts of
dichloromethane of Tricholoma pseudonictitans, the hydro-methanolic of Boletus satanas and
the hexane of Suillus collinitus towards human erythrocytes with rates respectively (38.35 +
2.64%:; 28.07 + 1.41% and 26.03 + 0.56%). The level of hemolysis in other extracts still meets
safety standards. The hydro-methanolic extract of Melanogaster broomeianus reported the
highest contents of total and reducing sugars (494.70 £ 7.95 and 406.46 + 16.80 pg EG/mg Ext-
S respectively). The different results acquired revealed the richness of the tested extracts in
secondary metabolites. The (ICso) of ABTS test of the mixture extract of (AEEM) of Pleurotus
eryngii var. ferulae, the mixture extract (AEEM) of M. broomeianus, the hexane and the
dichloromethane extract of S. collinitus, the dichloromethane extract of B. satanas and the
hydro-methanolic extract of Suillus mediterrneensis were higher than the standard. The (ECso)
of FRAP test of the dichloromethane extract of S. collinitus was higher than that of ascorbic
acid.




The dichloromethane extract of P. eryngii var ferulae, the hydro-methanolic extract and
the mixture extract (AEEM) of M. broomeianus and the hydro-methanolic extract of Terfezia
claveryi showed a very interesting protective activity against protein denaturation. 7. claveryi,
P. eryngii var. ferulae, M. broomeianus species showed protective ability against heat-induced
hemolysis. M. broomeianus and P. eryngii var. ferulae species showed more potent anti-
hemolytic protection than the standard.

Keywords mushrooms, biodiversity, mycological inventory, hemolytic effect, antioxidant
activity, anti-inflammatory activity, Inhibition a-amylase, antihemolytic activity.
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Introduction Générale

Les champignons, jouent et continuent de jouer un réle de plus en plus indispensable dans
'évolution de la vie terrestre, en agissant sur le bon fonctionnement des écosystémes, le
maintien de la biodiversité et le progres humain (Hawksworth, 1991). Ils contribuent a la
préservation de I'équilibre biologique de la nature, en dégradant de nombreux déchets organique
grace a leur richesse en enzymes (Lamaison & Polese, 2005). Les champignons, omniprésents
dans I’environnement se retrouvent sur tous les continents, a toutes les latitudes, et proliférent
dans tous les écosystemes. Ils ont une répartition mondiale depuis les régions polaires jusqu’aux
régions tropicales (Bouchet et al., 2005; Després, 2012; Prescott et al., 2013; Raven et al.,
2014). La fonge, ¢quivalent de la faune et de la flore, désigne 1’ensemble des champignons d’un
pays, d’une région, d’un écosysteme ou d’un habitat (Després, 2012). Les champignons
forment un régne par eux-mémes, ce sont des étres vivants qui ne peuvent effectuer la
photosynthése, se nourrissent par 1’absorption de mati¢ére organique élaborée soit par les
végétaux ou par les animaux (Lariviere & Miron, 2014b). Les champignons comestibles sont
une précieuse source de nourriture. En effet, leur richesse en protéines, en minéraux et en
vitamines est trés appréciée, tout en ayant une faible teneur en maticres grasses. En raison de
leurs diverses propriétés médicinales, les champignons sont utilisés en médecine traditionnelle
et alternative depuis des millénaires dans de nombreuses régions du monde (Tietel & Masaphy,
2018). La culture de certains champignons comestibles est tout a fait réalisable, mais cela n'a

pas encore ¢été accompli pour d'autres (Dias & de Brito, 2017; Xiong et al., 2017).

La répartition des especes fongiques en fonction de leurs modes trophiques est influencée
par des facteurs biotiques et abiotiques. Le climat méditerranéen est trés favorable a la
fructification des macro-champignons. L'environnement de Tlemcen est caractérisé par la
grande diversité des écosystémes ainsi que par une aridité croissante du Nord au Sud. Les foréts

de Tlemcen possedent une fonge riche et diversifiée, mais reste peu étudiée.

La documentation sur les macromycetes de Algérie est limitée, avec un petit nombre
d'ouvrages consacrés a la description des especes recensées et a leurs activités biologiques. En
se référant au catalogue réalisé par Keddad & Bouznad (2018) le premier inventaire sous
forme de travail de recherche décrivant la quasi-totalité des études rédigées sur la flore fongique

Algérienne depuis 1799 et enregistrant par conséquent 2105 especes.
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Depuis des siecles, les gens se servent de compléments alimentaires et de médicaments a
base de produit naturel pour soigner les maladies et soulager la douleur, ce qui permet
d'envisager avec beaucoup d'optimisme la découverte de nouveaux médicaments efficaces
(Reynolds et al., 1995; Murshid et al., 2022). Les champignons supérieurs et les truffes sont
considérés comme ressources naturelles intéressantes, elles font l'objet d'une attention
particuliere depuis quelque temps en raison de leur grand potentiel d'exploitation pour la
découverte et le développement de nouveaux composés bioactifs. Aussi ils sont reconnus
comme des sources alternatives d'agents ayant des effets bio-thérapeutiques. Le fait que les
médicaments obtenus a partir de champignons soient utilisés depuis l'antiquité permet de mieux

connaitre leurs effets secondaires (Cayan et al., 2021).

Cependant, le développement d'un médicament a partir de sources naturelles nécessite un
processus de traitement approfondi. La toxicité¢ de la molécule en question est un facteur clé
lors de la conception d'un médicament, et l'activité hémolytique représente un point de départ
utile a cet égard, car elle fournit les principales informations sur l'interaction entre les molécules
et les entités biologiques au niveau cellulaire. L'activité hémolytique de tout composé est un

indicateur de la cytotoxicité générale envers les cellules saines normales (Kumar et al., 2011).

0

» Pour tous ces motifs, notre étude a pour objectifs :

» D'étudier la diversité des champignons supérieurs sauvages et de les identifier afin de
contribuer a l'inventaire des macro-champignons dans la région de recherche ainsi qu'a
I'échelle nationale afin d'obtenir une connaissance de base de leur richesse ;

» La recherche d'éventuelles nouvelles espéces non répertoriées dans toute 1'Algérie ;

» Ladétermination des principales classes de constituants chimiques ainsi que 1'évaluation
des activités biologiques ;

» Contribution a la valorisation de la fonge Algérienne d’intérét thérapeutique.

% L'approche de ce travail est bricvement décrite dans les éléments suivants :

» Le premier volet est une synthése bibliographique portant sur les notions de base sur les
champignons supérieures. Ensuite, des données générales sur les métabolites
secondaires notamment les composes phénolique, les terpenes et les alcaloides et une

description synthétique sur les activités biologiques.
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Le second volet, sera consacré au matériel et méthodes pour mener a bien cette ceuvre :

Le premier grand chapitre sur 1’identification morphologique comprenant la
reconnaissance macro- et microscopique des champignons supérieurs recenseés.

Le grand deuxiéme chapitre portera sur :

L’extraction et la préparation d'extraits des champignons analysés ;

Le screening myco-chimique des différents extraits préparés et dosage quantitatif des
sucres (totaux et réducteurs), des composés phénoliques (polyphénols totaux,
flavonoides, flavanols et tanins condensés), des saponines, des triterpénoides et la
détermination du B-caroténe et du lycopene ;

Des analyses par GC-MS pour des extraits sélectionnés ;

Investigation de l'effet hémolytique ;

Recherche des effets antioxydants in vitro par différentes méthodes (CAT, DPPH,
ABTS et FRAP) ;

Recherche de I'activité anti-inflammatoire par la méthode d'inhibition de la dénaturation
thermique des protéines et par le test d'hémolyse induit par la chaleur ;

Evaluation d’éventuel effet inhibiteur des extraits sur I'a-amylase ;

Recherche de l'activité anti-hémolytique.

Dans le troisiéme volet, nous exposons en détail les résultats d'études ;
A la lecture de ces résultats, une discussion est menée pour analyser l'intérét des tests
biologiques réalisés et pour interpréter I'action des effets des composés actifs ;

Enfin, nous conclurons ce travail en présentant les différentes perspectives de recherche.
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Chapitre 1. Les champignons supérieurs

1 Les champignons en quelques chiffres
1.1 La production mondiale de champignons

La production des champignons a I’échelle international a été mise a jour par
'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et 'agriculture en 2009. La Chine est le
premier producteur (avec une production qui dépasse 1,5 million de tonnes en 2007, et en
enregistrant une augmentation de 1’ordre de 65% en 10 ans). Les Etats-Unis et le Canada se
sont classés deuxiéme et troisiéme avec 390 000 et 81 500 tonnes, respectivement. Le
champignon cultivé préféré par les consommateurs dans le monde est 4 .bisporus (champignon
de Paris), suivi de Lentinus edodes (shiitake), Pleurotus spp (pleurotes), Auricula auricula
(champignon de 1'épi des bois), Flamulina velutipes (champignon d'hiver) et Volvariella
volvacea (champignon de paille) (Aida et al., 2009).
1.2 Estimation du nombre d’espéces des champignons

Selon Bass & Richards (2011), les tentatives d'évaluation de la richesse fongiques sont
confondues par plusieurs problémes tel que I'incertitude quant au nombre d'espéces décrites,
inventaires fongiques incomplets méme a un niveau taxonomique ¢élevé, grande diversité de
taxons inconnus, niveaux €levés de conservation morphologique, et connaissance incompléte
de leur distribution écologique et biogéographique. La question de savoir combien d'especes de
champignons a donné lieu a de nombreuses spéculations, les chiffres donnés par (Hawksworth
& Liicking, 2017) révélent une disponibilité de champignons allant de d'un demi-million a 10
millions, et dans un cas extréme de 1 billion. Le nombre réel de champignons est encore
inconnu, cependant, les chercheurs estiment un nombre compris entre 1,5 a 5,1 millions
d'espéces de champignons sur Terre, mais seulement moins de 10% d'entre elles ont été décrites
et identifiées (Laurent, 2010; Hawksworth, 2012; Raven et al., 2014; Watkinson et al.,
2016; Zhang et al., 2017). Les champignons non encore connus représentent des trésors
potentiels (Nabors, 2008) et leur classification est une tache difficile en raison de leur grande
hétérogénéité¢ (Yarza et al., 2017). Cette estimation mondiale repose principalement sur les
ratios plante vasculaire: champignon (1/6) et qu'il existe 270 000 especes de plantes vasculaires
et donc, on estime a 1,6 million de champignons. Ainsi, I’estimation révisée de pres de 3,8
millions d’espéces fongiques basée sur un rapport champignon : plante actualisé de (9,8/1) avec
380 000 especes de plantes vasculaires (Hawksworth, 1991; Mora et al., 2011; Hawksworth
& Liicking, 2017).
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Les approches de type ratio ont été¢ fortement critiquées par Mora et al. (2011) parce que
les ratios estimés localement entre les taxons peuvent étre cohérents ou non a 1I’échelle mondial.

De nouvelles estimations basées sur des données acquises a partir de plusieurs méthodes
moléculaires ont toutefois prédit jusqu'a 5,1 millions d'espeéces de champignons (Blackwell,
2011; O’Brien et al., 2005). L'estimation de 1,5 million d'espéces parait prudente et bien
accepté par Hawksworth & Liicking (2017).

1.3 Ou sont les champignons non décrits?

Les champignons non décrits peuvent étre présents dans des pays, des hotes, des habitats,
des niches ou des tissus mal étudiés et sont surtout des micro-fongique (Wang et al., 2008 ;
Hawksworth & Liicking, 2017), en plus de leurs présence dans des zones géographiques et
des habitats écologiques largement méconnus et peu explorés, en particulier dans les régions
tropicales et les points chauds de la biodiversité. Il peut y avoir aussi des espéces cryptiques, se
produisent dans 1'environnement, mais ne se manifestent habituellement pas par des structures
discernables autres que les hyphes microscopiques et les mycéliums. Donc on peut dire que de
nombreux champignons sont microscopiques ou ont des cycles de vie cryptiques qui rendent la

détection difficile (Hibbett et al., 2016).

1.4 Les fossiles des champignons

Les fossiles d’organismes pluricellulaires sont beaucoup plus faciles a observer que ceux
d’organismes plus simples. L’histoire de la vie terrestre est donc beaucoup mieux documentée
depuis leur apparition (Raven et al., 2014). Il existe des fossiles de champignons en nombre
trés limité car sont dépourvus de structures résistantes, environs 500 fossiles, ils datent pour la
plupart du Tertiaire (-65 a -2,6 millions d'années et du Crétacé (-145 a -65 millions d'années)
(Martin, 2014). Un fossile rare d'un agaric datant au minimum d'environ 113-120 millions
d'année, découvert en Brasil avec un chapeau de seulement 10 mm de diameétre porté sur une
tige de 34 mm de longue (Crane et al., 2017). Jusqu'a présent, les plus anciens champignons
fossiles non contestés sont des spécimens du chert Rhynie d'Ecosse d’age de 407 millions

d'années (Strullu-Derrien et al., 2014).
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1.5 Estimation d’4age des champignons

Les horloges moléculaires calibrées par les fossiles sont les seuls outils disponibles peut
estimer le moment des événements évolutifs dans les groupes pauvres en fossiles, tels que les
champignons (Berbee & Taylor, 2010). Des estimations d'horloge moléculaire suggerent que
les premiers Basidiomycota sont apparus pendant le Paléozoique, il y a environ 500 millions
d'années. D'autres hypothéses suggerent une origine encore plus ancienne en fonction des points
d'étalonnage utilisés (Taylor et al., 2015).

Kohler et al., (2015) ont rapporté que les Agaricomycetes sont apparus il y a 350 millions
d'années, alors que Heckman et al., (2001) ont publié des estimations d'dge pour la colonisation
de la terre par des lignées fongiques choquante pour les mycologues parce qu'ils étaient plus
agés que les premicres preuves fossiles (Ascomycetes et Basidiomycetes divergé il y a 1,2

milliards d'années).

1.6 De plus petit au plus gros, de ’invisible au géant

Du point de vue taille, les plus petits champignons connus sont des microorganismes
unicellulaires, les microsporidies (Microsporidiomycota), des levures parasites intracellulaires
rassemblent plus de 3000 especes, leurs spores mesurent de 1 & 4 microns, une taille voisine
des bactéries. Les plus grosses fructifications récoltées atteindre plusieurs metres, alors que
certaines vesses-de-loup, Calvatina gigantea dépassent 2 m de circonférence et pesent plus de
20Kg (Martin, 2014). L’estimation d’age la plus conservatrice d’une souche d’Armillaria
ostoyae qui pese 600 tonnes est de 1900 ans (entre 1900 et 8650 ans) sur une forét mixte de
coniferes située dans les Blue Mountains du Nord-Est de 1’Oregon, La superficie occupée est
estimée a environ 900 a 965 hectares (Ferguson et al., 2003; Nageleisen et al., 2010; Raven
et al., 2014). Une poche parente d’'A. solidipes, Armillaria gallica, occupant 15 hectares dans
le nord du Michigan. Selon Raven et al. (2014), I’age de ce champignon est estimé a 1 500 ans.
Une armillaire de I’espece Armillaria solidipes (A. ostoyae) agée de plus de 2000 ans, était
identifiée dans une forét de I’Etat de Washington, sur la cote du nord-ouest américain, couvert
plus de 600 hectares (Martin, 2014). Smith et al., (1992), sur un site au Mitchigan, rapportent
qu’un individu de Armillaria bulbosa (désigné par C1) occupe un minimum de 15 hectares et
pese plus de 10000 kg et a rapporté que cet individu de champignon est resté génétiquement
stable pendant plus de 1500 ans. De son coté, Anderson et al., (2018) affirme que C1, sur son
site d’origine est toujours en vie, mais qu’il est plus agé et plus grand qu’initialement prévu, au

moins 2500 ans et 100000kg respectivement.
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2 Les caractéristiques du régne fongique

Plante ou animal, ni I’un ni I’autre, les champignons sont des étres vivants présentant des
caractéristiques morphologiques et biologiques si particulieres que les scientifiques sont
convenus de les classer dans un régne a part. Selon Redeuilh et al., (2015) et Courtecuisse &
Duhem, (2013), les champignons possédent sept caractéres fondamentaux en commun :

» Uni ou multicellulaires, eucaryotes (2 ADN enfermé dans un noyau). Leurs chromosomes
sont inclus dans un noyau, avec de nombreuses variations dans le nombre des noyaux.

» Hétérotrophes, incapable de produire leur propre matiére organique, ils sont obligés de se
nourrir aux dépens de constituants organiques préexistants.

» Absorbotrophe, Ils vivent directement sur leur nourriture ils se nourrissent en absorbant
directement a travers leur paroi des aliments présents a 1’état dissous dans le milieu (ils se
nourrissent par absorption, les animaux ingerent, les végétaux assimilent).

» Leur corps somatique (ou végétatif) est appelé thalle, é¢galement appelé mycélium chez les
formes les plus évoluées. Un appareil végétatif filamenteux (sauf pour les levures)
cloisonné ou non. Certains groupes (levures) posseédent une structure unicellulaire.

» Se reproduisant par des spores.

» Les spores étant non flagellée (ou exceptionnellement a un flagelle: Chytridiomycota) et
les spores fongiques mobiles appelées zoospores ont un seul flagelle postérieur qui les
pousse. Des exceptions a la structure uni flagellée des zoospores fongiques sont observées
chez certains des champignons intestinaux anaérobies du Neocallimastigomycota qui
produisent des spores avec de multiples flagelles, se reproduisent de maniere asexuée dans
l'estomac des herbivores par le biais de zoospores postérieurement uni-flagellées ou poly-
flagellées.

» La paroi des cellules est formée de chitine, jamais de cellulose (Ducreux, 2002; Perry et
al., 2004; Bouchet et al., 2005; Sicard & Lamoureux, 2005; Roux, 2006; Marouf &
Rynaud, 2007; Nabors, 2008; Nageleisen et al., 2010; Prescott et al., 2013; Lariviére
& Miron, 2014; Martin, 2014; McConnaughey, 2014; Raven et al., 2014; Lecointre &
Guyader, 2016; Nasraoui, 2016; Watkinson et al., 2016; Townsend & Wang, 2017).

Nous pouvons trouver aussi d’autres caractéres en communs tel que, des réserves
glucidiques sous forme de glycogene et la production d'un sucre spécifique, le tréhalose. Cette
définition assez stricte entraine que certains groupes jadis considérés comme des champignons
ne font aujourd'hui plus partie du régne fongique (Ducreux, 2002; Roux, 2006; Roland et al.,
2008; Martin, 2014; Raven et al., 2014; Redeuilh et al., 2015).
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3 Structure des champignons supérieures

Leur variété morphologique s'étend de la simple cellule microscopique ellipsoide, comme
les levures, jusqu'aux plus gros champignons terrestres basidiomycetes. Les champignons
vivent discrétement, ils n’ont pas de tissus et par conséquent ils ne possedent ni racines, ni tiges,
ni feuilles, ni systéme vasculaire. Ils sont dépourvus de vaisseau ou de canaux qui permettent
la circulation d'un liquide (la séve chez les végétaux ou le sang chez les animaux). Ils présentent
une structure végétative non différenciée (appelée thalle). Lorsque les conditions sont
favorables, le mycélium produit des organes de fructification qui servent a générer et a
disperser les spores (Nageleisen et al., 2010; Després, 2012; Lecointre & Guyader, 2016;
Nasraoui, 2016).

3.1 Le mycélium

Les champignons ont une structure anatomique générale composée d'une partie végétative
le mycélium et périodiquement on constate la présence d'organe de reproduction, c’est les
fructifications (Fig. 1) (Laberche, 2010; Després, 2012). Il s'agit donc d'un thalle, ensemble
de cellules végétatives ne forment pas un tissu et par conséquent pas d'organe différenciés.
L’unité cellulaire de base pour la plupart des champignons décrits est 1’hyphe, une cellule
cylindrique multinucléée hautement polarisée. La polarisation cellulaire est nécessaire a la
croissance des hyphes, bien que toutes les cellules polarisées fongiques ne soient pas des hyphes
(Martin & Arkowitz, 2014 ; Diepeveen et al., 2018).

Les hyphes mycéliennes sont de longueur indéterminée et ont souvent un diametre assez
constant, mesurant de 1-2 a 30 um (généralement 5-10um ) (Nageleisen et al., 2010 ; Nasraoui,
2016). Dans quelques cas l'appareil végétatif reste unicellulaire, en particulier les levures
(Courtecuisse & Duhem, 2013; Nasraoui, 2016). Ces filaments peuvent étre organisés en
deux types (Fig. 2):

» Cénocytiques (Fig. 2), sont des siphons ou on ne retrouve pas de cloisons les séparant les
unes des autres, tous les noyaux sont répartis dans les filaments, ce cas relativement rare et
limit¢ a quelques groupes inférieurs des Chytridiomyceétes encore aquatiques et des
Zygomycetes dont la plupart vivent sur le sol, la spécificité de ce groupe est la croissance de
mycélium rapide et la reproduction sexuée qui se fait par fusion de gamétocytes (Roland et al.,
2008 ; Laberche, 2010).

* Cloisonnés (Fig. 2), on appelle une cellule cloisonnée lorsqu’elle est bien délimitée par une

cloison. Les filaments sont considérée comme des hyphes (Laberche, 2010).
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Elles sont souvent ramifiées en différentes directions et se développent a la surface et/ou
a Dintérieur du substrat a partir duquel elles se nourrissent. La masse des hyphes est donc
appelée mycélium (Nasraoui, 2016). De ce fait, un mycélium formé par des filaments
cloisonnés sont appelés Septomycetes (septum=cloison) (Roland et al., 2008).
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Les hyphes grandissent trés rapidement, I'extrémité de I’hyphe est capable d'exercer une
force physique et peut donc croitre a travers des substrats solides, tandis que la plupart des
microbes n'ont accés qu'a la surface de ces ressources. L’organisation des hyphes en réseau
permet aux champignons de coloniser leur environnement de maniere trés flexible, ils peuvent
simultanément exploiter plusieurs ressources séparées dans l'espace (Courtecuisse & Duhem,
2013; Nasraoui, 2016; Naranjo-Ortiz & Gabaldén, 2020). L'exploitation efficace des
nutriments et la production de métabolites secondaire génerent un territoire, dans lequel il
exerce un controle écologique sur d'autres micro-organismes (Naranjo-Ortiz & Gabaldon,
2020).

Dans les environnements naturels, les réseaux mycéliens sont soumis a des dommages
physiques et a des attaques par des fongivores. Les champignons peuvent aussi réagir aux
attaques par la restructuration du réseau, ce qui permet une meilleure résilience (Fricker et al.,
2017). En fin, il peut étre considéré comme une source de nourriture pour une grande variété
d’organismes du sol : bactéries, moisissures, nématodes, collemboles, insectes et larves

d’insecte (Lariviére & Miron, 2014b).

3.2 Paroi cellulaire

La paroi cellulaire est unique et consistent en une matrice polymérique bien définie et
située juste a l'extérieur de la membrane plasmique. Elle ne contient pas de lignine, ni de
cellulose. Ce sont des composées de polysaccharides, de protéines ou de lipides dont la
caractéristique unique est la présence de chitine (B-1,4-homopolymeres liés de N-acétyl-
glucosamine microcristalline), qui favorise la rigidité, le soutien structural (Martin, 2014 ;
McConnaughey, 2014) et parfois de béta-glucane, qui assurent leur résistance (Després,
2012). De ce fait, la valeur nutritionnelle des champignons, des fruits de mer et des insectes est
en étroite relation avec l'importance de la présence de chitine elle-méme, et de chitinase dans

le systeme digestif humain (Muzzarelli et al., 2012).

3.3 Membrane plasmique

Le constituant principal des membranes plasmiques des cellules fongiques est
l'ergostérol, qui est similaire au cholestérol présent dans les membranes des cellules de
mammiferes, les médicaments qui agissent sélectivement sur l'ergostérol sont parmi les agents

les plus couramment utilisés pour traiter les infections fongiques (McConnaughey, 2014).
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3.4 Le sporophore (sporocarpe)

La production des sporophores (Fig. 1) est probablement la plus grande transition
morphogénétique du cycle de vie des champignons (Sipos et al., 2017). Les champignons
fabriquent a 1’avance leurs réserves en les accumulant dans les cellules des hyphes sur une
période de quelques mois et méme de quelques années. Au moment de 1’apparition du
champignon, le mycélium se vide au profit de la fructification (Lariviére & Miron, 2014b). Le
plus souvent formé de trois composantes principales: un pied (la tige), un chapeau (le
carpophore) et une partie fertile située sous le chapeau appelée hyménophore, la surface de ce
dernier, ’hyménium, est parsemée de cellules reproductrices qui produisent les spores (les
asques et les basides). Cet hyménium est a lamelles (amanites), a plis (les chanterelles), a
aiguillons (pied-de-mouton), a tube (bolets), a cotes (gyromitre), a alvéoles (les morilles).
Certaines espeéces, comme les vesses-de-loup et les sclérodemes, ont des sporophores tres

différents (Després, 2012; Martin, 2014).

3.5 Le chapeau
Partie supérieur de carpophore, caractérisées par ses dimensions, ses couleurs, sa forme,

sa surface, son bord (Knudsen & Petersen, 2005; Redeuilh et al., 2015).

3.6 Le pied
Partie de champignon sur laquelle repos le chapeau, caractérisé par sa forme, sa position

(central ou excentr¢), creux ou plein (Knudsen & Petersen, 2005; Redeuilh et al., 2015).

3.7 La chaire
Caractérisée par son gout, odeur, sa texture, consistance et sa couleur, (Redeuilh et al.,

2015).

3.8 Les spores

Ce sont des cellules microscopiques, uni-ou multicellulaires avec diverses formes et
tailles variantes, elles peuvent se former a travers une voie asexuée ou sexuée apres
fécondation. Les spores servent a la transmission des champignons dans 1'espace et dans le
temps dans de nouveaux lieux et leur permettent de survivre dans des conditions difficiles telles
que des milieux secs ou froids (Nabors, 2008; Després, 2012; Nasraoui, 2016; Watkinson et
al., 2016).

11
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Les spores présentent des caractéristiques particulieres : paroi ¢épaisse, souvent
pigmentée, contiennent une faible concentration en eau, en protéines et une forte concentration
en composés énergétiques (lipides, glycogene...) (Nageleisen et al., 2010; Watkinson et al.,
2016). Elles sont formées sur les lamelles, dans les tubes, sur les aiguillons, dans les asques, les
périthéces qu’on retrouve sur le chapeau des phalles ou a l'intérieur du carpophore (vesses-de
loup) (Knudsen & Petersen, 2005a). Les espéces sauvages apparentées d’Agaricus bisporus
peuvent libérer 31 000 spores par seconde, soit 2,1 milliards de spores par jour. De son coté, un
seul basidiome d'dgaricus campestris peut déverser 2,7 milliards de spores par jour et
Ganoderma applanatum jusqu’a 30 milliards (Watkinson et al., 2016).

% Les spores sexuées : clles transmettent des versions de génes recombinés a partir de
souches parentales, souvent protégées a I'intérieur de fructification, correspondent a un
stade de résistance aux conditions défavorable. Les champignons produisent trois types de
spores sexuelles: les basidiospores (Basidiomycota), les ascospores (Ascomycota) et les
zygospores (zygomycetes), font partir des caractéristiques déterminantes majeures
(Nageleisen et al., 2010; Watkinson et al., 2016).

+» Les spores asexuées : produites par voie végétative, se forment soit a partir des hyphes
des mycélium soit de ceux des carpophores. Les conides, ou les bourgeonnantes servant

a la multiplication de certaines especes, de sorte que les spores sont des clones du

mycélium parental. Elles germent dés que les conditions s’y prétent. La plupart des

basidiomycetes ne produisent pas ou peu de spores asexuées et les basidiospores sont
alors leur principale mode de dispersion (Nageleisen et al., 2010; Grunert & Grunert,

2013; Watkinson et al., 2016).

4 Place des champignons entre les vivants

Auparavant les étres vivants ont été divisés en deux régnes animaux et végétaux, les
bactéries et les champignons faisaient traditionnellement partie du régne des végétaux.
L’ Américain Robert Whittaker classe en 1969 les champignons dans un régne a part (Guignard
& Dupont, 2004; Lamaison & Polese, 2005; Martin, 2014). La prédiction de Fries en 1825
que les champignons constituent le deuxieme plus grand groupe d'organismes dans le monde
apres les insectes est donc maintenue (Fries, 1825; Hawksworth, 1991). Comme les animaux,
ils sont hétérotrophes vis-a-vis du carbone, ils accumulent le glycogeéne sous forme de réserve
d’énergie a I’opposition des végétaux ou I’amidon remplit cette fonction. Ils ne possédent pas
de chloroplaste, se nourrissent par absorption et non par ingestion. Ils vivent directement sur

leur nourriture (Després, 2014; Martin, 2014; McConnaughey, 2014).
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Donc il existe une relation phylogénétique étroite entre les animaux et les champignons,
a l'exclusion des végétaux (Medina et al., 2003). En se fondant sur des analyses de I’ADN,
certains scientifiques pensent méme que les champignons sont plus proches des animaux que
des végétaux (Nabors, 2008). D’aprés Roland et al. (2008), ils se distinguent
fondamentalement des Algues par 1’absence de chlorophylle et de plastes (Tableau 1). La
distinction entre les protozoaires et les champignons n’a jamais présenté de tels problémes. Les
crétes mitochondriales tubulaires distinguent généralement les protozoaires des animaux, des
plantes et des champignons (Blackwell & Powell, 2001). Les mycétozoaires sont des
phagotrophes, par contre, les champignons ne le sont jamais. En plus les mycétozoaires ont des
crétes mitochondriales tubulaires comme la plupart des protozoaires. Ainsi, l'ultrastructure, la
chimie des parois, le mode de nutrition et les séquences macromoléculaires sont autant de
preuves que les mycétozoaires sont des protozoaires et non des champignons (Cavalier-Smith,
1993). D’un autre c6té, les protozoaires manquent de collageéne, de chitine, de tissus ou de
substances caractéristiques des métazoaires. En général, les protozoaires ne produisent pas
d'amidon ou de cellulose (les dinoflagellés constituent une exception), mais ni les métazoaires,
ni les champignons ne le font (Blackwell & Powell, 2001).

Tableau 1 : Comparaison des caractéristiques des vivants pluricellulaires (Després, 2012)
Plantes Champignons Animaux

Autotrophes photosynthétiques ~ Hétérotrophe Hétérotrophe par

Mode de (a Pexception de certaines par absorption ingestion
nutrition plantes comme les
monotropes)

Embryons issus de
Propagation Graines ou spores Spores la fécondation d’un

ovule par un

spermatozoide
Composition de la Absence de paroi
paroi cellulaire Cellulose et lignine Chitine cellulaire, présence

de membrane
plasmique
Substance de Amidon Glycogéne Glycogene

réserve
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5 Organisation taxonomique et classification

La taxonomie fongique est un domaine tres actif ou la nomenclature, la classification
peuvent changer rapidement en fonction des nouvelles technologies. Les caractéres de la
classification sont passés de la morphologie, la physiologie, la biochimie et plus récemment les
séquences de protéines et d'ADN, appelée phylogénie moléculaire (Zhang et al., 2017). Depuis
ce jour, de nombreux groupes traditionnels ont été réorganisés et renommés et l'affectation de

milliers d'espeéces reste en constante évolution (Hibbett et al., 2016; Watkinson et al., 2016).

5.1 En fonction des caractéres morphologiques

Dans la taxonomie traditionnelle, les champignons ont été classés principalement en
fonction de leurs caractéres morphologiques (Zhang et al., 2017), avec le développement des
techniques de microscopie électronique, des ultrastructures fongiques ont été employées

(Guarro et al., 1999; Roque & Antony, 2010; Hoog & Antony, 2007).

5.2 En fonction des caractéres biochimiques et physiologiques

Bien que la morphologie apparente et d'autres caracteres phénotypiques soient a la base
de la taxonomie fongique, certains caractéres sont instables et fournissent des informations
limitées. De nombreuse techniques biochimiques et physiologiques ont ét¢ mises en ceuvre dont
parmi on cite les tests chimique et la recherche des métabolites secondaires (Guarro et al.,

1999. Zhang et al., 2017).

5.3 Systématique phylogénétique (basé sur un ou certains génes)

L'utilisation d'approches phylogénétiques moléculaires est essentielle pour faire
progresser la compréhension de la systématique des Fungi. Parmi les marqueurs
phylogénétiques, le géne de I'ARNr 18S apparait actuellement comme le candidat le plus
important (Yarza et al., 2017).

A I'heure actuelle, les génomes de 707 différentes espéces d'eucaryotes, dont 54 animaux
unicellulaires (Protozoaire) ou algues, 300 métazoaires (animaux multicellulaires), 137 plantes
et 216 champignons ont été¢ séquencé a différents niveaux de complétion et d'assemblage
(Richard, 2020). Le premier génome fongique €tudié a été celui de Saccharomyces cerevisiae
et qui a été publié¢ en 1996, par la suite, le premier génome de Basidiomycete qui a été rapporté

est celui d’une pourriture blanche (Chrysosporium phanerochaete) (Zhang et al., 2017).
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5.4 Concept de I’espéce phylogénétique et (ITS)

La région de l'espaceur interne transcrit de I'ADNr (ITS) a été acceptée comme marqueur
de codage de I'ADN (DNA barcoding) pour les champignons et a largement servi dans les
¢tudes phylogénétiques (Herr et al., 2015). La région ITS est communément la plus s€quencée
(Schoch et al., 2012; Lindner et al., 2013). Elle s'é¢tend généralement sur 500 a 700 bases,
code trois sous-unités de L'ARN ribosomal (18S [petite sous-unité¢ (SSU)], et 5,8S et 28S
[grande sous-unité (LSU)] rRNA) et des régions intermédiaires identifiés comme ITS1 et ITS2.
Les deux espaceurs et le géne codant la sous-unité 5.8S du ribosome sont appelés la région ITS
(Watkinson et al., 2016; Nilsson et al., 2019). Pour les eucaryotes deux ITS existe, L'TTS1 est
situ¢ entre les genes 18S et 5.8S d'ARNTr, alors que 1'I[TS2 est compris entre les génes 5.8S et
28S d'ARNr chez les opisthocontes (Lafontaine & Tollervey, 2001; Sarvananda, 2018). Chez
les ascomyceétes et les basidiomycetes, ces marqueurs ne sont habituellement qu’informatifs
sur les niveaux taxonomiques au-dessus des espéces, et parfois des genres parce qu'il est
possible que les séquences SSU et LSU ne varient pas ou trop peu pour permettre une
détermination solide (Nilsson et al., 2019). Trois bases de données de référence ITS couvrant

le royaume fongique sont disponibles : INSDC, UNITE et Warcup ITS (Nilsson et al., 2019).

6 Les régnes des vivants et La royaume Fungi

Le systeme des cinq royaumes de Whittaker (1969) a été rapidement accepté et adopté
par les chercheurs. De ce fait un royaume Fungi (comprenant les myxomycetes et les
oomycetes) a ¢€té créé et séparé¢ des royaumes de Animalia, Monera (bactéries et
cyanobactéries), Plantae et Prostista (Hawksworth, 1991; Cavalier-Smith, 1998; Cavalier-
Smith, 2004).

Selon Ruggiero et al., (2015), un niveau de classification supérieur de deux empires ou
super-royaume avec sept royaumes : Prokaryota (Bacteria et Archaea ) et Eukaryota (Protozoa,
Chromista (Eucaryotes unicellulaires, généralement appelés protistes), Fungi, Plantae,
Animalia (Metazoa), qui est une extension pratique du schéma des six royaumes de Cavalier-
Smith. Cette classification n’est ni phylogénétique ni évolutive, mais représente plutdt un
consensus. Les champignons (Fungi) sont classés en 7 phylums (divisions ou embranchement),
basé sur le mode de reproduction. Ces divisions comprennent: Ascomycota, Basidiomycota,
Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota, Microsporidia et
Neocallimastigomycota. Les caractéristiques les plus importants des six embranchements sont

résume dans le (Tableau 2).
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Tableau 2 : Principales caractéristiques des embranchements des mycétes (Raven et al., 2014)

Embranchements

Microsporidies

Chytrides

Zygomycetes

Glomeromycota

Ascomycota

Basidiomycota

Nature des hyphes

Unicellulaires

Non cloisonnées,
cénocytiques
Non cloisonnées,
cénocytiques
Non cloisonnées,
cénocytiques
Cloisonnées ou

unicellulaires

Cloisonnées avec
dolipore chez

beaucoup d’espéces

Mode de reproduction

Spores non mobiles
Zoospores
Spores non mobiles

(sporangiospores

Spores non mobiles

Bourgeonnement,

conides (spores non

mobiles), fragmentation

Bourgeonnement,
conides (spores non
mobiles, y compris
urédospores),

fragmentation

Types de spores
sexuées

Spores non mobiles

Aucune
Zygospore (dans
un zygosporange)

Aucune

Ascospores

Basidiospores

La classification phylogénique de Hibbett et al., (2007) est la plus accepté (Fig. 3). L'état

des connaissances actuel de la phylogénie, donnant un autre apercu des principaux clades en

neuf  phylums,

Neocallimastigomycota,

peuvent  étre

définis

Blastocladiomycota,

Opisthosporidia,

Zoopagomycota,

Chytridiomycota,

Mucoromycota,

Glomeromycota, Basidiomycota et Ascomycota (Naranjo-Ortiz & Gabaldéon, 2019).
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Figure 3: Classification phylogénique des champignons (Hibbett et al., 2007)

7 Dikarya

Les Ascomycota et les Basidiomycota ont été résolus en tant que taxons sceurs, ils forment
le sous-régne Dicaryon, appelés aussi Dicaryomycota (Taylor et al., 2015; Gladieux et al.,
2017). Le nom Dikarya souligne une caractéristique étonnante de reproduction, dans laquelle
deux noyaux compatibles sont réunis par fusion cytoplasmique (plasmogamie) sans fusion
nucléaire. La caryogamie ne se produit qu'a l'intérieur du basidium, conduisant a la formation
d'un zygote qui subit immédiatement une division méiotique (Prescott et al., 2013; Taylor et
al., 2015). Des études basées sur SSU ADNr et des analyses combinées soutiennent la relation
de groupe sceur Ascomycota et Basydiomycota (Medina et al., 2003). Elle abritent environ
98% des champignons décrits par la littérature (Stajich et al., 2009).

Blackwell, (2011) déclare qu'il ne fait aucun doute que les ascomycetes et les
basidiomycetes (Dikarya) constituent la grande majorit¢ de la diversité¢ fongique. Bass &
Richards (2011) ajoutent que cela est certainement vrai en termes d'espéces décrites, mais n'est

pas nécessairement vrai lorsque I'on considere 1'ensemble du royaume des champignons.
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7.1 Les ascomycétes

Les ascomyceétes constituent le groupe le plus vaste car ils présentent la plus grande
complexité morphologique de tous les groupes de champignons, plus de 30 000 espéces qui
vivent de fagon indépendante et de prés de 60 000 especes si on compte également celles
impliquées dans les lichens (Tiévant, 2001; Taylor et al., 2015 ; Watkinson et al., 2016), y
compris les espéces appartenant a quatre genres, qui ont aidé les chercheurs a gagner des prix
Nobel (Penicillium, Neurospora, Saccharomyces et Schizosaccharomyces) (Stajich et al.,
2009). Levures, truffes, les morilles, les helvelles, les pezizes ainsi que de nombreuses
moisissures constituent les Ascomycetes (Lecointre & Guyader, 2016). Les Ascomycotina se
caractérisent par la production d'un asque, structure a parois minces contenant généralement 8
ascospores, mais parfois aussi peu que 1 a 4 ou autant que 12 a 70 ascospores. L'Asque est a
l'intérieur d'un corps de fructification appelé ascocarpe (ascoma). A maturité, 1 'Asque éclate,
libérant les ascospores dans l'environnement (Cousin, 2014).
7.1.1 Groupes taxonomiques au sein d'Ascomycota

L’Ascomycota est un phylum monophylétique, qui comprend le sous-phylum
Saccharomycotina (levures bourgeonnantes), la Pezizomycotina (des champignons
filamenteux) et la Taphrinomycotina (Archiascomycétes) (Stajich et al., 2009; Watkinson et
al., 2016).

X Saccharomycotina (levures ascomycétes) : Saccharomycotina, constituée de levures
unicellulaires, caractérisé par division par bourgeonnement ou par scission (fission), ont joué
un réle important dans les activités humaines pendant des millénaires; des documents du
Moyen-Orient et de la Chine décrivent la fabrication du pain il y a 8 000 a 10 000 ans. Aucun
membre de la Saccharomycotina ne produit de fructification mais ils forment des asques nus et

comprend un genre pathogene qui le genre Candida (Berman, 2012 ; Taylor et al., 2015).

> Taphrinomycotina : Ce sous-phylum contient cinq classes: schizosaccharomycetes,
pneumocystidiomyceétes, néolectomycetes, taphrinomycetes et archaeorhizomycetes (Berman,
2012 ; Taylor et al., 2015 ; Watkinson et al., 2016).

L Pezizomycotina : Ce sont des ascomycetes filamenteux et des Eu-ascomycétes, avec
des hyphes cloisonnés, des fructifications morphologiquement distincts. Ils abritent presque

tous les ascomycetes qui protégent leurs asques (Taylor et al., 2015).
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Ce sous-phylum englobe les saprophytes qui se développent sur des tissus des végétaux
ligneux et non ligneux, ainsi que sur des excréments d’herbivores. Ils sont considérés comme
les parasites de plantes et d’animaux, en particulier des invertébrés, en plus ils peuvent créer
des partenariats et des symbioses avec les lichens et des mychorizes. La variété qui produit des
carpophores est remarquable. Dans la nature on peut rencontrer divers types d'apothécies et ils

incluent les morilles et les truffes (Stajich et al., 2009; Taylor et al., 2015).

7.1.2 Cycle biologique

Il est impossible de détailler un cycle de vie unique applicable a toutes les especes
d'Ascomycota (Stajich et al., 2009; Taylor et al., 2015; Watkinson et al., 2016). Elles sont
capables de se reproduire de facon asexuée et sexuée (Fig. 4). Les spores asexuées
d’ascomycetes, appelées conidies, ne se forment pas dans les sporanges mais elles se forment a
I’extrémité modifiées appelées conidiophores, souvent ces conidies contiennent plus d’un

noyau (Nabors, 2008). La reproduction sexuée entraine la formation d’asques (Fig. 4).
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Figure 4 : Le cycle biologique typique d’un ascomycete filamenteux (Prescott et al., 2013)
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L'asque est une cellule allongée a l'intérieur de laquelle se forment les spores de
reproduction sexuée ou ascospores, cette formation débute lorsque deux souches de type sexué
oppos¢ développent des hyphes ascogénes dans lesquels migrent des paires de noyau. Dans
chaque paire, il y a un noyau provenant d’un mycélium anthéridie (male) et un autre ascogone
(femelle). Des milliers d’asques peuvent étre assemblés étroitement dans une structure de
fructification en forme de coupe ou de bouteille appelée ascocarpe. Lorsque les ascospores
murissent, elles sont souvent libérées de 1’asque avec force. Si I’ascospore mature est secouée,
il peut émettre une bouffée de poussiere faite de milliers d’ascospores. Lorsqu’elles trouvent
un terrain adéquat, germent et recommencent le cycle (Maublanc, 1995; Bonnefoy et al.,

2002; Tiévant, 2001; Roland et al., 2008; Prescott et al., 2013).

7.2 Les Basidiomycétes

Les basidiomycetes constituent un groupe monophylétique, dont on peut rencontrer des
champignons comestibles et vénéneux (Nabors, 2008). Le phylum des basidiomycetes
représente environ 34% a 37% des champignons décrits, leur nombre est estimé entre 30 000 a
31000 espéces décrites. Les analyses phylogénétiques moléculaires sont efficaces pour séparer
la majorit¢ des Basidiomycota des autres champignons, comprennent trois sous-phylum,
Pucciniomycotina, Ustilaginomycotina et Agaricomycotina (Stajich et al., 2009; Taylor et al.,
2015; Watkinson et al., 2016). Les basidiomycétes ont le potentiel de former de gros
mycélium, décomposent les débris végétaux en particulier la cellulose et la lignine, ayant des
stratégies €cologiques tres divers allant des ectomycorhizes et des phytopathogénes aux
saprophytes (Kjeller & Rosendahl, 2014; Taylor et al., 2015). Elles comportent des especes
dont ’appareil de fructification (carpophore), est massif et de formes trés caractéristiques
(Roland et al., 2008; Prescott et al., 2013). Toutefois, les Basidiomycétes primitifs n’¢laborent
pas de carpophores, ce sont des parasites dont parmi on cite I’agents des charbons et des rouilles

qui frappent certains végétaux vasculaires (Roland et al., 2008; Prescott et al., 2013).

7.2.1 Cycle biologique

La reproduction chez les basidiomycetes peut étre sexuée (Fig. 5) avec formation de
basidiospores, (petits appendices portant a leurs sommets un, deux ou plus de quatre spores
haploides) résultant d'une méiose. Les spores se forment a l'extérieur d'une cellule appelée
baside, a laquelle elles sont raccordées par des petites tiges nommeées stérigmates (Raynal-

Roques, 1994; Bonnefoy et al., 2002; Raven et al., 2014).
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Figure 5 : Le cycle biologique typique d’un basidiomycete (Prescott et al., 2013)

Le cycle biologique d’un basidiomycéte typique débute par la germination d’une
basidiospore produisant un mycélium mono-caryote (un seul noyau par cellule). Le mycélium
se développe et se propage dans le sol. Lorsque ce mycélium primaire rencontre un autre mono-
caryote de type « sexué » différent, les deux fusionnent et initient un nouveau secondaire di-
caryote, contient des cellules a deux noyaux issus chacun d’un type « sexué » différent. S’il est
stimulé, il pourra former des basidiocarpes. Par la suite, une masse dense d’hyphe peut former
un bouton qui émerge du sol, puis développe un chapeau. Les deux noyaux au sommet de
chaque baside fusionnent pour produire un noyau diploide zygotique qui subit immédiatement
une méiose pour donner quatre haploides qui sont poussés dans les basidiospores. Arrivées a

maturité, elles seront libérées (Prescott et al., 2013).
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7.2.2 Groupes taxonomiques au sein du Basidiomycota

> Pucciniomycotina : Parfois appelés Urediniomycetes, incluent des basidiomycetes qui
ne forment presque jamais de basidiocarpes (Taylor et al., 2015). La plupart sont des parasites
obligatoires des plantes. Elles peut se développer en tant qu'hyphes, levures ou les deux (Stajich
et al., 2009; Taylor et al., 2015; Watkinson et al., 2016).

X Agaricomycotina : contient environ 70% des basidiomycetes connus, comprend tous
les Basidiomycota qui forment des fructifications macroscopiques Les Agaricomycotina ont
une importance en tant que nourriture (champignons Agaricus), agents de décomposition du
bois (domaine des biocarburants), pathogéne humain causant a présent une épidémie de
cryptococcose potentiellement mortelle au Canada, et comme ectomycorhizes (Stajich et al.,
2009; Taylor et al., 2015; Watkinson et al., 2016; Sipos et al., 2017; Krizsan et al., 2019;
Varga et al., 2019).

X Ustilaginomycotina : Ce groupe comprend des parasites de diverses angiospermes en
particulier les céréales, surtout les graminées et les carex. (Stajich et al., 2009; Taylor et al.,

2015).

8 Nutrition des champignons supérieures

Les champignons sont spécifiquement adaptés pour la croissance sur les surfaces solides,
et également pour envahir les substrats et les tissus (Heads et al., 2017; Prasad et al., 2018).
La nutrition des champignons se réalise généralement par digestion extracellulaire puis
absorption, les nutriments solubles, réduit en petites molécules qui peuvent traverser la
membrane plasmique par diffusion ou a ’aide de protéines de transport (Nabors, 2008). Les
champignons disposent d’un équipement enzymatique tres diversifié, ils libérent a travers ses
parois cellulaires des exo-enzymes (des enzymes lytiques tel que : protéases, amylases, RNases,
phosphatases, etc.), dans I'environnement, ce qui va leurs permettre de dégrader une infinité de
substrats telles que des polysaccharides (dont la cellulose et la lignine), des lipides et des
protéines, en petites molécules qui peuvent étre absorbées et utilisées. Ils peuvent utiliser une
gamme variée de substrats organiques, y compris des composés simples tels que les nitrates,
I'ammonium, l'acétate et méme 1'éthanol (Ducreux, 2002; Roland et al., 2008; Grunert &
Grunert, 2013). Chacune des hyphes se nourrit principalement de la matiére organique a sa
portée ou des substances nutritives circulant d’un hyphe a l'autre, jamais d’¢léments solides

(Després, 2012; Lecointre & Guyader, 2016).
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9 Modes de vie et écologie des champignons supérieures

Les champignons ne sont pas répandus par hasard dans la nature, ils ont vis-vis de leur
milieu des exigences tel que de climat ( températures, précipitations, vent), de terrain
(constituant du substrat, sable, argile, tourbe, acidité, basicité, teneur en calcaire, humus). Dans
la nature ils sont des décomposeurs indispensables, ils assurent une valorisation biologique
parfaite des déchets. Au plan écologique, I’hétérotrophie a pour conséquence 1’occupation de
niches particulieres et trois grands mode de vie (Ducreux, 2002; Heads et al., 2017; Prasad
et al., 2018). Selon ces modes de vie on peut classer les différentes especes de champignons en

trois catégories: les symbiotes, les saprophytes et les parasites (Marouf & Rynaud, 2007).

9.1 Le saprophytisme

Les champignons saprophytes se nourrissent a partir de matiéres mortes d'origine végétale
ou animale (cadavre, déjections) et contribuent dans le cycle de régénération des nutriments via
la décomposition (Lamaison & Polese, 2005; Lutzoni et al., 2018). Dans les ressources
organiques discretes, les réseaux mycéliens saprotrophes operent selon la taille de la ressource
et de I'individu (Fricker et al., 2017).

Les champignons cultivés et couramment vendus tels que le champignon de couche et le
Pleurote, appartiennent a cette catégorie des saprophytes (Sicard & Lamoureux, 2005).
9.2 Le parasitisme

Les champignons parasites se nourrissent a partir de la matiére vivante, végétale ou
animale. Ils sont responsables des maladies, chez les végétaux et provoquent diverses maladies
dites cryptogamiques. Ils peuvent occasionner des pertes considérables en agriculture. En
milieu naturel, ils ont un role épurateur, car ils s'attaquent toujours a des arbres affaiblis. En
fait, la distinction entre saprophytisme et parasitisme n'est pas toujours aussi évidente, car
beaucoup de champignons relévent des deux catégories, tel le polypore amadouvier et
I'armillaire couleur miel, qui peut attaquer en parasites les parties vivantes de l'arbre puis
continuer a vivre en saprophytes sur l'arbre mort (Lamaison & Polese, 2005; Sipos et al., 2017;

Lutzoni et al., 2018).
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9.3 La symbiose
Interactions intimes entre partenaires vivants, consiste en une vie communautaire avec

des échanges bénéfiques réciproques (Sipos et al., 2017; Lutzoni et al., 2018).

9.3.1 Mycorhize

Les racines de nombreuses plantes supérieures peuvent étre infestées par des
champignons, certains couvrent la surface des radicelles de leur mycélium, d'autre pénétrent a
l'intérieur des tissus de leur hote (Lamaison & Polese, 2005; Prescott et al., 2013). Ces
radicelles infestées de mycélium (Fig. 6), ont une configuration particulieére appelée mycorhize,
a ce niveau s'effectuent les échanges, et les champignons sont dits mycorhiziens. Les hyphes
peuvent soit entourer les radicelles (mycorhizes ectotrophes), soit carrément pénétrer entre les
cellules de la racine (mycorhizes endotrophes), mais les deux membranes plasmiques des
partenaires sont conservées. Le mode de mycorhize peut étre classé en six types : a arbuscules,
d’orchidées, d’éricacées, monotropoides, les plus importants endomycorhizes (les champignons
pénetrent dans les cellules de la plante) et ectomycorhizes (extracellulaire et forment une graine

de filaments interconnectés, autour des racines) (Ducreux, 2002; Laberche, 2010).

I ~— 3

racine non-mycorhizée

poils absorbants

connexion

Basidiomycétes :
bolets. ..

= manteau fongique

| ectomycorhizes |

Figure 6 : Coupe transversale de racine avec manteau fongique (Roland et al., 2008)

Les champignons mycorhiziens arbusculaires sont limités aux Glomeromycota, et les
ectomycorhiziens sont principalement les Agaricomycétes (Lutzoni et al., 2018). Le
champignon absorbe des produits carbonés résultants de la photosynthése assurée par son
associé, inversement il favorise 1'absorption hydrique, la nutrition minérale et peut produire des
antibiotiques qui renforcent sa résistance aux maladies et des hormones nécessaires a la

croissance de son héte...) (Feau et al., 2011).
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Les arbres concernés constituent la quasi-totalité du peuplement des foréts: coniféres
(pins, sapins, épicéas, méleézes, ceédres...), feuillus (peupliers, hétres, chénes, chataignés...)
(Feau et al., 2011). La plupart peuvent s'associer a plusieurs espéces de végétaux, d'autres a
une seule telle que le bolet ¢légant, sous les mélézes. Les rapports entre la plante et le

champignon ne sont pas toujours aussi simples (Lamaison & Polese, 2005).

9.3.2 Lichens

Un étre vivant qui résulte d'une association symbiotique entre un champignon et une algue
(Cyanophycée ou Chlorophycée). Les algues sont unicellulaires ou filamenteuses, se trouve
enserrées dans les filaments d'un mycélium dense. Le champignon donne au thalle du lichen sa
forme caractéristique, mais il ne se développe en adoptant cette forme que si l'algue est présente
(Raynal-Roques, 1994).

Le lichen est autotrophe grace a l'algue qui assure la synthése des hydrates de carbone
(photosynthése). Le champignon contient une réserve d'eau et de sels minéraux, assure en outre
une protection contre la dessiccation par le vent et le soleil. Bien que leurs deux constituants,
algue et champignon, soient seulement juxtaposés, les lichens sont des étres présentant des
formes caractéristique et fonctionnements, écologique et biochimiques trés originaux (Raynal-
Roques, 1994).

Dans la plupart des lichens, 99% d’entre eux, ’associé champignon fait partie des
Ascomycetes, on appelle alors le lichen un ascolichen. Mais on trouve également des

Basidiomyceétes, on appelle alors le lichen un basidiolichen (Tiévant, 2001a).
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Chapitre II. Les métabolites secondaires

Le métabolisme primaire est la partie du métabolisme impliquant des voies associées a la
croissance et au développement, comme celles des macronutriments (glucides, graisses,
protéines et les acides nucléiques), alors que le métabolisme secondaire ou métabolisme
spécialisé, partie du métabolisme qui implique des voies associées a la production de petites
molécules bioactives jouent un role majeur dans la réaction a un stress particulier (Rokas et al.,
2018; Zaynab et al., 2021). Les produits inutiles du métabolisme des animaux sont évacués du
corps par l'urine, la bile, la sueur tandis que les plantes excrétent leurs déchets dans les cellules
ou les espaces intracellulaires tels que les vacuoles et les parois cellulaires. Cela signifie que

les plantes peut étre rempli de produits secondaires de leur métabolisme (Mothes et al., 1985).

Ces composés sont en treés grands nombres avec une extraordinaire vari€té structurelle
(plus de 100.000 métabolites secondaires ont été identifiés), ils se distinguent selon les
différentes especes. Contrairement aux métabolites primaires, ne sont pas directement engagés
dans les processus fondamentaux nécessaires a la vie (développement, croissance, réparation
des blessures, division cellulaire, reproduction...). Ces composés ont des fonctions spécifiques,
avec des roles tres variés en réponse a une adaptation a un environnement, ils interviennent
dans les relations avec les stress biotiques et abiotiques. Un outil de protection (contre les
radiations, les herbivores...), allélopathie, symbiose, attractifs pour les pollinisateurs (couleur,
odeur et gott). IlIs peuvent servir de défense ou de moyen de communication entre les plantes.
Les fonctions défensives des métabolites secondaires ont été confirmées (Mothes et al., 1985).
Les métabolites secondaires ont été largement utilisés dans de nombreuses maladies humaines
depuis la préhistoire. les produits naturels continuent d'étre une riche source de la découverte
de médicaments actuels, dont les polyphénols (la curcumine, I'épigallocatéchine-3-gallate,
l'icarine et le resvératrol), les terpénoides (paclitaxel, triptolide et artémisinine) et les alcaloides
(la galantamine, la morphine et la camptothécine), (Rodrigues et al., 2016; Newman & Cragg,

2020).

Les métabolites secondaires sont composés de 3 catégories principales qui sont les

composés phénoliques, les terpenes, et les alcaloides (ou composés azotés).
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1 Les composées phénoliques

1.1 Définitions

Les composés phénoliques constituent I'un des groupes de métabolites secondaires les
plus importants et les plus répandus. Parmi les aliments les plus populaires contenant ces
composés c’est l'huile d'olive, le café et le thé. Présents aussi dans les fruits, les céréales, les
légumes, les 1égumineuses, les champignons, le chocolat, les épices et les herbes, Ils peuvent
¢galement étre trouvés dans les tissus animaux, en raison de 1'ingestion de plantes (Martin &
Appel, 2010; Montenegro-Landivar et al., 2021a). L'intérét pour ces molécules a évolué a
partir de leurs couleurs dans les fleurs, les fruits et les légumes. De leur brunissement
enzymatique, de leur impact sur la saveur et leur réponses aromatiques allant des chalcones
sucrées et de certains flavonoides glycosylés aux composés tanniques amers et astringents
(Soto-Vaca et al., 2012). Les composés phénoliques comportant un ou plusieurs groupes
hydroxyles fixés directement sur un cycle aromatique, ce qui en fait des acides faibles. La
premiére description compléte, est la définition White-Bate-Smith-Swain-Haslam (WBSSH),
le terme polyphénol soit utilisé¢ pour des composés hydrosolubles, avec un poids moléculaire
de 500 - 4000 Da, possédant 12 a 16 groupes hydroxy phénoliques sur cinq a sept cycles
aromatiques par 1000 Da de masse moléculaire relative, et possédent la capacité de former des
complexes avec d'autres molécules, comme les protéines et les alcaloides pour donner des
précipités. Le terme phénol polymérique a été utilisé car les lignines seraient exclues selon cette
définition (Haslam & Cai, 1994; Parr & Bolwell, 2000; Quideau et al., 2011; Renaud &
Martinoli, 2019; Tsimogiannis & Oreopoulou, 2019).

Ces composés présentent une diversité de structures, depuis des molécules simples
comme les (acides phénoliques) jusqu'a des composés hautement polymérisés (tannins
condensés) (Gonzalez-Laredo et al., 2018a; Kumar et al., 2020), largement étudiées en raison
de leurs activités biologiques et de leurs multiples applications dans l'industrie alimentaire. Au
cours des derni¢res années, le nombre de citations de la littérature sur les composés poly-

phénoliques a connu une croissance importante (Montenegro-Landivar et al., 2021a).

1.2 Les Roles des composés phénoliques

Auparavant, ont étaient considérés comme des €éléments non nutritifs en raison des effets
indésirables de certains composés, tels que les tanins, sur la digestibilité des protéines (Martin
& Appel, 2010). Du point de vue alimentaire, les polyphénols sont trés importants pour définir

la couleur, la saveur et la texture des aliments (Soto-Vaca et al., 2012).
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Bien que les composés phénoliques ne soient pas nécessaires aux fonctions vitales de
l'organisme humain, ils ont suscité un grand intérét en raison de leurs avantages potentiels pour
la santé et de la réduction du risque de développement de maladies chroniques. Certaines de ces
fonctions comprennent des effets anti-allergéniques, anti-athérogeénes, anti-inflammatoires,
antimicrobiens, antithrombotiques, antifongique, antioxydants, cardioprotecteurs et
vasodilatateurs (Balasundram et al.,, 2006; Friedman, 2007; Swallah et al., 2020;
Ahmadifar et al., 2021). Ils peuvent étre considérés comme les principaux antioxydants
exogenes qui contribuent positivement aux mécanismes de défense (Zadak et al., 2009). De
nombreuses études in vitro et in vivo ont démontré les effets physiologiques bénéfiques des
composés phénoliques, tels que l'inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses, la
protection des neurones, l'amélioration de la sécrétion d'insuline, la réduction de la

vascularisation et la stimulation de la vasodilatation (Haminiuk et al., 2012).

1.3 Biodisponibilité des composés phénoliques

Les composés phénoliques insolubles sont répartis dans les parois cellulaires, tandis que
les solubles sont compartimentés dans les vacuoles des cellules. Pour exercer leur bio-activité,
les composés phénoliques doivent étre biodisponibles. La biodisponibilit¢ dépend de
l'absorption, du métabolisme au niveau du tractus gastro-intestinal, de la distribution tissulaire
et cellulaire, et du métabolisme tissulaire aprés absorption, aussi d’autres facteurs tels que les
concentrations dans 1'aliment, la libération dans la matrice alimentaire, la structure chimique, la
conjugaison avec d'autres composés, la taille moléculaire, le degré de polymérisation et la
solubilit¢ (Macheix et al., 2005; Landete, 2011; Iglesias-Carres et al., 2019).

La biotransformation des polyphénols par le microbiote intestinal joue un rdle
fondamental dans la biodisponibilité¢ de ces composés (Serrano et al., 2009; Smeriglio et al.,
2017; Farias et al., 2020). L'amélioration de la biodisponibilité des composés phénoliques est
essentielle pour accroitre leur potentiel thérapeutique dans la prévention des maladies (Chen et

al., 2019; Fernandes de Aratjo et al., 2021).
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1.4 Classification des composés phénoliques
Le type de classification a utiliser dépendra du type d'information souhaité, il n’existe pas

un consensus. La plupart sont basées sur leur structure chimique:

Flavonoides et non-flavonoides (Fig. 7) ;

Le nombre de noyaux aromatiques ;

La chaine carbonée, comment les atomes de carbones sont organisés (Ce, C6-C1, Cs-C3-Cs) ;
La structure chimique de base, qui est une description précisant les atomes communs (par
exemple, C, H, O), les groupes fonctionnels (par exemple, les cycles aromatiques, les groupes
hydroxyle ou cétones ), les saturations (par exemple, les liaisons simples, les doubles liaisons),
les types de liaisons (par exemple, covalentes, ioniques) et la fagon dont ils sont tous liés les
uns aux autres (Crozier et al., 2009; Sun et al., 2012; Giada, 2013; Acosta-Estrada et al.,
2014; Kabera et al., 2014; Nollet & Gutierrez-Uribe, 2018; Santana-Galvez & Jacobo-
Velazquez, 2018; Durazzo et al., 2019; Tsimogiannis & Oreopoulou, 2019).

La méthode (4), est généralement utilisée avec la méthode (3) (Bravo, 1998; Pereira et
al., 2009; Cheynier et al., 2013), a cet ¢gard, au moins 20 classes différentes ont été identifiées
: phénols simples, benzoquinones, acides phénoliques, aldéhydes phénoliques, acétophénones,
acides phénylacétiques, acides hydroxycinnamiques, coumarines, phénylpropénes, chromones,
naphtoquinones, xanthones, stilbénes, anthraquinones, flavonoides, biflavonoides, lignanes,
lignines, mélanines catécholiques et tanins. Selon leur abondance en tant que sources
alimentaires, ces composés ont été divisés en trois groupes, les acides phénoliques (les moins
abondants), les flavonoides (les plus abondants), et les stilbénes, tanins et lignanes, les moins
fréquents (Tapiero et al., 2002).

D'un point de vue nutritionnel, le classement des composés phénoliques comme solubles
ou insolubles est utile puisque le devenir métabolique des composés dans le tractus gastro-
intestinal et leurs effets physiologiques dépendent largement de leur solubilité. Toutefois, a des
fins académiques, il est plus illustratif de classer les composés phénoliques d'abord par nombre
de cycles aromatiques, puis par la chaine carbonée, et enfin par structure chimique de base

(Tableau 3) (Giada, 2013; Santana-Galvez & Jacobo-Velazquez, 2018).
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Figure 7 : Classification flavonoides et non-flavonoides

Tableau 3 : Classification des composés phénoliques suivant le nombre de noyaux

aromatiques, la chaine carbonée et la structure chimique de base (Oracz et al., 2015; Santana-

Galvez & Jacobo-Velazquez, 2018).

Nombre de Chaine de Dénomination du groupe  Structure chimique
noyaux carbone de base
Un Cs Phénols simples ¢ H—on
Benzoquinones 0{>:0
Co—Ci Acides phénoliques @cow
Aldéhydes phénoliques {)—cro
Ce—C2 Acétophénones 7N coch,
Acides phénylacétiques @CH ,-COOH
Ce—C;3 Acides hydroxycinnamiques Qm:cwcocm
Coumarines =
N,
Phénylpropénes ¢ H—crycn=ch,
Chromones %
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Cs—Cs4 Naphtoquinones I ‘

Deux Cs —C1 —Cs Xanthones [ )
Ce —C2—Co Stilbénes O -
Anthraquinones i

Ce —C3 —Cs Flavonoides @(,J/f/l
~

Isoflavonoides

Néoflavonoides
g

(Cs —Cs3)2 Lignanes Multiple

Néolignanes Multiple

Trois ou plus (C6 Me¢lanines catécholiques Multiple
(Cs —C3)n Lignines Multiple

(Cs —C3—C¢ )2  Biflavonoides Multiple

(C6—C3 —C¢ )n  Tanins condensés Multiple

2 Les terpénes et les terpénoides

Les terpenes sont des hydrocarbures simples (Tableau 4), tandis que les terpénoides sont
une classe modifiée de terpenes. Ils sont dérivés des terpénes par oxygénation, la présence
d'atomes d'oxygene est la principale différence entre eux. Cependant, tous les terpénes sont des
terpénoides, ¢’est pourquoi ces composés peuvent avoir des effets différents. Constitués d'unités
isoprenes, regle des isoprenes ou régle des C5 (CH>=C(CH3)-CH=CH>). Les terpenes sont
classés en fonction du nombre d'unités isoprénes (CsHzg)n (Fig. 8), se forment a partir des unités
de pyrophosphate d'isopentényle, la voie de 1'acide mévalonique et la voie du méthyl-érythritol
phosphate/deoxy xylulose phosphate (MEP/DOXP). Ces composés sont les principaux
composants des huiles essentielles de divers types de plantes et de fleurs, largement utilisées
comme fragrances dans la production de parfums et de médicaments traditionnels (Aldred,

2008; Devarenne, 2009; Labuda, 2009; Perveen, 2018; Finlay et al., 2020).
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Tableau 4 : Classification simplifiée des terpénes (Labuda, 2009)

Présents dans

Les plantes et leurs huiles
essentielles

Huile d'orange, menthe,
citronnelle, géranium
Huile d'orange, citronnelle,

pamplemousse, néroli, thé

Extraits d'éponge marine
Hyrtios erecta,

Huile de foie de requin,
graines de courge

Diverses plantes

Latex de la plante d'hévéa

Terpéne Isopréne  Composés actifs
Hémiterpénes 1 3-Méthyl-2-buténe-1-ol, acide
(CsHg) isovalérique
Monoterpenes 2 Limonéne, menthol, camphre,

(C1oHi6) géraniol
Sesquiterpenes 3 Valencéne, nootkatone,

(Ci5H24) nerolidol, farnesol
Diterpenes 4 Cafestol et kahweol, Café

(C20H32) taxadicne, et phytol
Sesterterpenes 5 Scalaranes, hyrtial,

(C25Ha0) honuenone, phyllofolactones
Triterpenes 6 Squaléne, sitostérol,

(C30Has) azadirachtine, yamogénine
Tetraterpenes 8 (Cs0Hes)  Lycopéne, caroténe
Polyterpenes Plusieurs Caoutchouc

H
H

Figure 8 : Elément constitutif des terpénes, (A) structure chimique de l'isopréne et (B) sa

représentation tridimensionnelle

2.1 Les terpénoides

IlIs contiennent de l'oxygene, la plupart sont biologiquement actifs, jouent un role

diversifi¢ dans le domaine des aliments, des médicaments, des cosmétiques, des hormones, des

vitamines, etc. Les terpénoides présentent des activités anticancéreuses, hépato-protectrices,

anti-inflammatoires, antidiabétiques et neuroprotectrices. De nombreux terpénoides ont inhibé

différentes cellules cancéreuses humaines et sont utilisés comme médicaments anticancéreux

tels que le Taxol et ses dérivés (Bouton et al., 2009; Kuang et al., 2020;Masyita et al., 2022).
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2.2 Les terpénes

Appartiennent a la plus grande classe de métabolites secondaires et se composent
essentiellement d'unités isoprénes a cinq carbones qui sont assemblées les unes aux autres de
milliers de facons (Tableau 4). Ces composés sont produits par diverses espéces animales ,
certaines insectes et végétales, notamment les coniféres qui les liberent de grandes quantités
dans des conditions de temps chaud. Ils ont souvent une odeur forte et peuvent protéger les
plantes en dissuadant les herbivores (Labuda, 2009; Finlay et al., 2020; Masyita et al., 2022).

De nombreux ardmes et parfums agréables sont composés de terpeénes en raison de leur
arome délicieux. Les terpenes et leurs dérivés sont utilisés comme médicaments antipaludiques,
comme I'Artémisinine. Les stéroides sont un dérivé des terpeénes. Ce sont des ingrédients actifs
importants dans les pesticides agricoles naturels (Devarenne, 2009; Labuda, 2009; Finlay et
al., 2020; Masyita et al., 2022).

2.3 Les stéroides (isoprénoides)

Ces composés représentent une classe spécifique de lipides terpénoides, habituellement
traitée comme un groupe distinct. Ils se reconnaissent a leur structure tétracyclique, constitué
de trois cycles fusionnés a six chainons et d'un cycle a cinq chainons: Les stéroides sont
largement répandus chez les animaux, ou ils sont associés a un certain nombre de processus
physiologiques. Ils remplissent des fonctions vitales essentielles dans les organismes
supérieurs, car ils contrdlent divers aspects de la prolifération et de la différenciation cellulaires,
régulent les voies de transduction des signaux, servent également de molécules de signalisation
dans les interactions cellule-cellule. Les androgenes, les cestrogeénes et les progestatifs jouent
un role d'hormones sexuelles dans la reproduction des vertébrés. Les acides biliaires sont des
composés stéroides ayant diverses fonctions biologiques dans la digestion, et la régulation des
fonctions endocriniennes systémiques. Le cholestérol est considéré comme un composant
important des membranes cellulaires, car il joue un rdle dans la fluidit¢ des membranes, la
différenciation et la prolifération des cellules. Le sitostérol, le stigmastérol, le campestérol et le
brassicastérol sont les principaux stérols des végétaux, et l'ergostérol est un composant
important de la paroi cellulaire des champignons (Liu & Nes, 2009; Rozman, 2013; Sandjo
& Kuete, 2013; Donova, 2017; Hormones, 2019; Ojoghoro et al., 2021).
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2.4 Les saponines (saponosides)

Les saponines sont des glycosides naturels, non-volatils avec un poids moléculaire élevé,
composées d'un aglycone soluble dans les lipides, constitué¢ d'un stérol ou, plus communément,
d'un triterpénoide et de résidus de sucre solubles dans I'eau. En raison de leur nature amphiphile,
ce qui les confere la capacité de réduire la tension superficielle, elles sont hautement
tensioactives et produisent un effet détergent ou savonneux sur les membranes et la peau. Les
sources alimentaires contenant les saponines sont les lentilles, les haricots, les pois chiches
légumineuses, et les 1égumes (Mahato et al., 1998; Sun et al., 2009; Justin et al., 2014; Zhu
et al., 2019; Badyal et al., 2020; Hyun et al., 2020).

La principale fonction des saponines dans les plantes est I'activité antimicrobienne et la
protection contre les attaques d'insectes. Dans 1’organisme humain, elles sont connues pour
avoir de nombreuses fonctions biologiques telles que l'activité hypoglycémique, la réduction
du taux de cholestérol sérique, 1'activité antivirale, anti-inflammatoire et bien d'autres encore.
Les saponines peuvent également activer le systtme immunitaire des mammiferes, ce qui a
suscité un intérét considérable pour leur potentiel en tant qu'adjuvants de vaccins. Cependant,
certains saponines présentent de sérieux inconvénients tels qu'une toxicité élevée, un effet
hémolytique indésirable et une instabilit¢ en phase aqueuse, ce qui limite leur utilisation
(Mahato et al., 1998; Sun et al., 2009; Justin et al., 2014; Zhu et al., 2019; Badyal et al.,
2020; Hyun et al., 2020).

3 Les alcaloides
Que ce soit en commengant la journée par une tasse de café ou en buvant une tasse de thé

l'apreés-midi, des millions de personnes dans le monde utilisent des alcaloides puriques chaque

jour (Aniszewski, 2007).

3.1 Définition générale des alcaloides

Ce sont des substances trés diverses, biologiquement actif, certaines toxiques,
hétérocyclique, de faible poids moléculaire, généralement comme molécules de défense. Ils
sont dérivés d'acides aminés ou du processus de transamination, qui contiennent un atome
d'azote de base dans le composé. Outre le carbone, I'hydrogéne et 1'azote, ce groupe peut
¢galement contenir de 1'oxygéne, du soufre et rarement d'autres éléments tels que le chlore, le

brome et le phosphore (Eguchi et al., 2019; Badyal et al., 2020 Qu et al., 2022).
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Parmi les quelque 12 000 alcaloides dont la structure a été ¢lucidée, beaucoup présentent
une activité biologique puissante. Les alcaloides sont produits par une grande variété
d'organismes, tels que les bactéries, les champignons, les animaux mais surtout par les plantes
(présents dans environ 20 % des espéces), stockés dans les parties métaboliquement non actives
des cellules (Waisser & Palat, 2001; Buckingham et al., 2010; Kabera et al., 2014; Sobarzo-
Sanchez, 2015; Badyal et al., 2020; Heravi & Zadsirjan, 2021; Qu et al., 2022).

Les alcaloides peuvent étre classés en fonction de leur activité biologique et écologique,
de leur structure chimique et de leur voie de biosynthése. La plupart des alcaloides sont des
composés N-hétérocycliques (alcaloides vrais), contenant de 1'azote, comme les alcaloides
provenant d'acides aminés, les alcaloides peptidiques et cyclo-peptidiques ou les alcaloides
polyamines appelés proto-alcaloides. Le tout dernier groupe de substances de type alcaloide est
constitué¢ de composés qui comprennent des structures de type stéroide, purine et terpene
appelés pseudo-alcaloides. Il existe trois principaux types d'alcaloides : (1) les alcaloides vrais,
(2) les proto-alcaloides et (3) les pseudo-alcaloides. Les alcaloides vrais et les proto-alcaloides
sont dérivés des acides aminés, tandis que les pseudo-alcaloides ne sont pas dérivés de ces
composes (Aniszewski, 2007; Ziegler & Facchini, 2008; Xu et al., 2014; Knolker, 2017;
Eguchi et al., 2019; Wangchuk, 2019; Heravi & Zadsirjan, 2021; Thawabteh et al., 2021).

3.2 Les alcaloides et les activités biologiques

De nombreuses ¢tudes ont montré l'importance pharmacologique des alcaloides, telles
que l'activité  anti-inflammatoire, anti-psychotique, anti-plasmodique. L'atropine,
I'hyoscyamine et la scopolamine sont utilisées en thérapeutique pour traiter les spasmes du
tractus gastro-intestinal, des canaux biliaires ou des voies urinaires ou pour prévenir la cinétose.
Les alcaloides sont faiblement solubles dans 1'eau, mais solubles dans 1'éthanol, le benzéne,
I'éther et le chloroforme. Ils se présentent souvent sous la forme de sels d'acide, certains sont
associés a des sucres, tandis que d'autres se présentent sous la forme d'amides ou d'esters,
parfois des sels quaternaires ou des oxydes d'amines tertiaires. L'atome d'azote a un impact
majeur sur leur caractére hydrophobe. Il est supposé qu'ils soient plus hydrophiles que les
composés correspondants qui ne contiennent pas d'atome d'azote, elle leur permet I’interaction
fréquente avec les protéines, ce qui est la raison de leur activité biologique. Le doublet
électronique solitaire sur l'atome d'azote peut étre un accepteur de proton pour la liaison
hydrogéne. L'azote protoné peut alors créer une liaison avec les groupes anioniques des
récepteurs dans les organismes (Waisser & Palat, 2001; Sobarzo-Sanchez, 2015; Amirkia &

Heinrich, 2014; Kabera et al., 2014; Badyal et al., 2020; Heravi & Zadsirjan, 2021).
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Les plus connus sont la morphine, la strychnine, la quinine, I'éphédrine et la nicotine. La
morphine est le premier alcaloide médicalement utile qui a été isolé du Paver somniferum en

1805, la codéine et 'héroine sont des dérivés de la morphine (Mothes et al., 1985).

3.3 Les alcaloides dans la chaine alimentaire

La contamination des aliments et des produits alimentaires par des substances
phytochimiques naturelles est un probléme de sécurité alimentaire difficile a résoudre. Des
substances telles que les alcaloides pyrrolizidiniques 1,2-insaturés (PA), les alcaloides
tropaniques (TA) et les alcaloides de 1'ergot de seigle (EA) sont au centre de 1'évaluation des
risques. Plus de 500 alcaloides de la pyrrolizidine (PA) et leurs N-oxydes sont connus et leur
présence est signalée dans plus de 6 000 especes végétales comme les tisanes, les 1égumes, le
miel, les produits dérivés des céréales et aussi les ceufs, le lait et la viande, principalement due
a la contamination par des plantes productrices de PA. Les PA sont des exemples de dérivés
dont la génotoxicité et la cancérogénicité ont été prouvées lors d'expérimentations animales, les
effets toxiques des PA sont considérés comme étant cumulatifs (Griffin et al., 2017; Knolker,

2017; Farias et al., 2020; Heravi & Zadsirjan, 2021).

3.4 Les alcaloides et les champignons supérieures

La sérotonine, la psilocine et la psilocybine sont des alcaloides de base dérivés de certains
champignons tel que Psilocybe mexicana et Psilocybe bohemica. Ce sont de puissants
composés psychoactifs, neurotransmetteurs et hallucinogénes. La muscarine a été isolée pour
la premicere fois a partir de Amanita muscaria. Lorsque cet alcaloide affecte le systéme nerveux
parasympathique périphérique, elle peut provoquer des convulsions et, dans les cas les plus
extrémes, la mort. Il a été prouvé que, Inocybe erubescens, Clitocybe dealbata et Clitocybe
rivulosa renferment des concentrations élevées de la muscarine (Mothes et al., 1985;

Aniszewski, 2007; Buckingham et al., 2010 ).
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Chapitre II1. Activités biologiques:

L'activité biologique est la capacité d'une entité moléculaire spécifique a obtenir un effet

biologique défini sur une cible (Jackson et al., 2007).
1 Activité antioxydante

1.1 L'oxydation

La réaction d’oxydation-Réduction est une réaction chimique dans laquelle un électron
est transféré d'une molécule a une autre. La molécule donneuse d'électrons est I'agent réducteur
ou réducteur; la molécule acceptrice d'¢lectrons est 'agent oxydant ou oxydant. Un ancien sens
de I'oxydation était lorsque I'oxygene était ajouté a un composé. L'action d'oxyder ou I'état d'étre
oxydé, chimiquement, elle consiste en I'augmentation des charges positives sur un atome ou la
perte des charges négatives. La plupart des oxydations biologiques sont réalisées par
I'élimination d'une paire d'atomes d'hydrogeéne (déshydrogénation) d'une molécule. Ces
oxydations doivent étre accompagnées de la réduction d'une molécule acceptrice (Parker &

Parker, 2004; Senthilkannan & Ali, 2022a, 2022b).

1.2 Le stress oxydatif

Le stress oxydatif (OS) est toute perturbation de 1'équilibre entre les especes réactives
(FRs) et les antioxydants en faveur des premieres conduisant a un désordre du contrdle redox
et/ou a des dommages moléculaires, en raison de divers facteurs a savoir le vieillissement, les
traumatismes, I’inflammation, la pollution, une mauvaise alimentation, le froid, les infections,
l'activité physique intense, les radiations, la toxicité et les actions médicamenteuses. Le stress
oxydatif peut nuire au fonctionnement des cellules saines en endommageant les biomolécules
(I'ARN, I'ADN, les protéines, les glucides et les lipides) et entrainer la mort de la cellule. Le
maintien de 1'équilibre entre la production de radicaux libres et les défenses antioxydantes
(enzymatiques et non enzymatiques) est une condition essentielle au bon travail de 1'organisme

(Rahal et al., 2014; Kumar & Pandey, 2015; Asmat et al., 2016; Ji & Yeo, 2021).

1.3 Les radicaux libres
Dans les organismes aérobies, les radicaux libres sont constamment produits au cours du
métabolisme cellulaire normal, principalement sous la forme d’espéces réactives d’oxygene

(ROS) et d’espéces réactives d’azote (RNS) (Singh & Jialal, 2006; Iova et al., 2014).
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Les effets bénéfiques des (ROS) se produisent qu’a des faibles concentrations et
impliquent des rdles physiologiques cellulaires de signalisation et de régulation. Les radicaux
libres sont a l'origine d'un grand nombre de maladies, notamment le cancer, les maladies
cardiovasculaires, les troubles neuronaux, la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, les
maladies du foie, la colite ulcéreuse, le vieillissement et 1'athérosclérose (Upston et al., 2003;
Kinnula & Crapo, 2004; Singh & Jialal, 2006; Iova et al., 2014). Les espéces réactives se
divisent en especes réactives de 1'oxygene, et aussi les radicaux sans oxygene tels que 1'azote,
le soufre, le carbone..., qui peuvent former des modifications oxydatives sur les

macromolécules biologiques (Sies et al., 2022; Taurone et al., 2022).

1.3.1 Les especes réactives d’oxygeéne (ROS)

Les ROS représentent la classe la plus importante d'espéces réactives générées dans les
systémes vivants. Dans les cellules eucaryotes, plus de 90 % des ROS sont produits par les
mitochondries via la libération d'électrons du systéme de transport d'électrons mitochondrial,
principalement du coenzyme Q vers 1'oxygeéne moléculaire (O2), ce qui entraine la génération
du radical anionique superoxyde (O27). Méme si (O27), n'est pas un radical trés actif, il peut
interagir avec d'autres molécules, de maniére spontanée ou enzymatique, en générant des ROS
secondaires, tels que le peroxyde d'hydrogéne H>O» et le radical hydroxyle (OH'). H>O> n'est
pas un radical libre, mais chimiquement est plus actif que O», ce qui lui vaut d'étre inclus dans
le groupe des ROS. Il a la capacité de former le radical (OH") plus dommageable. Le radical
hydroxyle a une durée de vie trés courte mais est considéré comme le plus toxique de tous les
ROS, étant responsable de l'attaque des molécules d'ADN, endommageant les purines et les

pyrimidines (Campos et al., 2013; Asmat et al., 2016; Taurone et al., 2022).

1.3.2 Les especes réactives d’azote (RNS)

Les RNS sont une famille de molécules principalement dérivées de I'oxyde nitrique (NO).
Le (NO), a des niveaux physiologiques, joue un role essentiel dans le maintien de la fonction
vasculaire et cardiaque. Toutefois, des niveaux excessifs de (NO) entrainent une toxicité
cellulaire par sa capacité a réagir avec d'autres radicaux (Campos et al., 2013; Sies et al., 2022).
En raison de cette grande polyvalence, il existe une gamme de molécules RNS produites a partir
du NO, notamment le peroxynitrite (ONOO), le dioxyde d'azote (NO>), le nitroxyle (HNO) et
le nitrosonium (NO™). Le (ONOO), est un radical oxydant puissant dans les cellules cardiaques

et vasculaires (Campos et al., 2013; Sies et al., 2022).
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133 Espeéces réactives du soufre (RSS)

Le RSS est un large groupe nouvellement classé d'especes réactives contenant du soufre,
qui comprend a la fois des fragments radicaux (le radical thiyle (RS), le radical glutathionyle
(GSSG)) et non radicaux a base de soufre (des espéces sulfane). Contrairement aux autres
especes réactives, les RSS sont capables a la fois d'oxyder et de réduire avec des rdles pivots
dans la fonction et 'homéostasie cellulaires. Le soufre se cible également lui-méme, c'est-a-dire
les molécules contenant du soufre, les peptides, les protéines et les enzymes, réagissent
préférentiellement avec les RSS. Parfois méme considérés aussi importants que les ROS et RNS

(Dhawan, 2014; Dénes et al., 2014; Giles et al., 2017; Ali et al., 2020).

1.4 Cibles des radicaux libres
Dé¢s qu'il existe un déséquilibre entre la génération de radicaux libres et le mécanisme de
défense antioxydant, les radicaux libres peuvent endommager les trois classes cruciales de

macromolécules : les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Singh et al., 2022).

1.4.1 Acide désoxyribonucléique (ADN)

Un niveau élevé des radicaux libres a le potentiel d'endommager I'ADN par oxydation.
L'ADN mitochondrial est plus sensible aux dommages. Le radical hydroxyle attaque les bases
puriques et pyrimidiques, ainsi que le squelette de sucre, ce qui entraine un certain nombre de

modifications (Broedbaek et al., 2009; Gentile et al., 2017; Bui et al., 2018).

1.4.2 L'acide ribonucléique (ARN)

I1 est bien connu que I'ARN est plus vulnérable aux dommages oxydatifs par rapport a
I'"ADN en raison de sa proximité avec les mitochondries ou beaucoup de ces molécules sont
formées, de sa nature monocaténaire, de l'absence de mécanisme actif de réparation des

dommages oxydatifs dans I'ARN, et de sa moindre protection par les protéines par rapport aux

molécules d'ADN (Bui et al., 2018; Hofer et al., 2005; Martemucci et al., 2022).

1.4.3 Les lipides

Une concentration plus élevée de radicaux libres a l'intérieur de la cellule provoque la
peroxydation de la molécule lipidique. Les produits finals sont toxiques et endommagent les
protéines et I'ADN. La peroxydation lipidique entraine une perte du fonctionnement des

membranes ( Marnett, 1999; Gentile et al., 2017; Martemucci et al., 2022).

39




Syntheése bibliographique

Chapitre Ill Activités biologiques

1.4.4 Les protéines

La carbonylation des résidus protéiques est considérée comme un biomarqueur des

dommages protéiques induits par les ROS. Une teneur ¢élevée en carbonyle des protéines a été

observée dans diverses maladies telles que le diabéte, la polyarthrite rhumatoide, la maladie

d'Alzheimer, la dystrophie musculaire et la maladie de Parkinson (Iwai & Hirao, 2008; Singh

et al., 2022).

1.5 Les antioxydants

L’antioxydant est une substance qui prévient les dommages causés par les radicaux libres.

Ce sont des agents réducteurs qui peuvent ralentir ou arréter les réactions d'oxydation

directement en interagissant avec les intermédiaires de la réaction, ou en réagissant avec 1'agent

oxydant et en empéchant la réaction. Les antioxydants sont susceptibles de former la barricre

protectrice la plus cruciale pour les cellules des organismes vivants contre les effets des

radicaux libres (Fig. 9) (Campos et al., 2013; Moldogazieva et al., 2019; Tejero et al., 2019).
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1.5.1 Les antioxydants enzymatiques (Antioxydants endogénes)

Les systémes antioxydants protecteurs de I'organisme sont principalement des enzymes
cellulaires qui contribuent a maintenir I'équilibre redox, il existe cinq grandes familles : Le
systeme de la thiorédoxine (agent réducteur efficace, et maintenant les autres protéines dans un
¢tat réduit) (Fig. 10). Le systéme du glutathion (régule 1'homéostasie redox intracellulaire,
¢limine de nombreux ROS tels que H2O2, Oz et OH, restaurer 'acide ascorbique et un puissant
détoxifiant des xénobiotiques). Les superoxyde dismutases (fournir une défense puissante
contre la toxicité de I'oxygene a l'intérieur de la cellule). La catalase (présente dans la plupart
des cellules et est considérée comme une enzyme antioxydante majeure, elle est activé lorsque
la voie du peroxyde de glutathion approche de la saturation). Les peroxyredoxines (catalysent
la réduction des peroxydes) (Valko et al., 2007; Collin, 2019; Moldogazieva et al., 2019;
Tejero et al., 2019; Ali et al., 2020).

La protection de I'équilibre redox cellulaire peut étre renforcée par la consommation
d'antioxydants alimentaires, les antioxydants non enzymatiques comprennent l'a-tocophérol
(vitamine E), l'acide ascorbique (vitamine C), le B-caroténe et l'acide lipoique (Fig. 10)

(Campos et al., 2013; Panigrabhi et al., 2014).
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Figure 10 : Antioxydants naturels séparés en classes. (Les mots verts représentent les
antioxydants exogenes, tandis que les mots jaunes représentent les antioxydants endogénes)

(Carocho & Ferreira, 2013; Ali et al., 2020)
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1.5.2 Les antioxydants non enzymatiques (Antioxydantes exogenes)

<> Les composés phénoliques et les vitamines

Les composés phénoliques, a des concentrations mineures exercent une importante
activité antioxydante en tant que piégeurs de radicaux in vitro contre les espéces (ROS). La
consommation d'aliments a forte teneur en composés phénoliques (fruits et de [égumes) a raison
d'un gramme par jour est considérée comme utile pour réduire les risques de nombreuses
maladies chroniques. Les lignanes et les stilbénes y compris les curcuminoides ont été
largement évaluées en vertu de leurs propriétés antioxydantes (Erdman et al., 2000; Manach
et al., 2004; Montenegro-Landivar et al., 2021b, 2021a; Rahman et al., 2022).
<> Les aliments de conception et antioxydants

Connus sous le nom d'aliments fonctionnels désignent les aliments fortifiés ou enrichis

en nutriments déja présents dans leur composition ou en d'autres nutriments complémentaires.

Ils sont congus pour présenter des avantages pour la santé autres que leur valeur nutritionnelle
traditionnelle. En raison de l'intérét croissant pour les aliments fonctionnels ayant des attributs
antioxydants, les probiotiques sont connus comme des sources potentielles d'antioxydants. Le
stress oxydatif chez les patients atteints de diabéte de type 2 peut étre amélioré par des

probiotiques multi-espéces (Mishra et al., 2015; Soyucok et al., 2018; Ali et al., 2020).

1.6 Synergie dans I'action antioxydante

Les avantages des antioxydants alimentaires obtenus a partir d'aliments complets sont
clairs, mais la consommation d'antioxydants uniques, hautement purifiés, sous forme de
compléments alimentaires, reste controversée. Les fabricants de compléments alimentaires font
souvent la promotion de leurs produits en citant le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity), une mesure in vitro de la capacité antioxydante. Toutefois, une valeur ORAC ¢levée
in vitro ne refléte pas nécessairement la capacité d'un complément antioxydant a atténuer le
stress oxydatif in vivo. Une augmentation des valeurs ORAC dans le plasma ou le sérum peut
ne pas étre souhaitable si elle refléte une augmentation du stress oxydatif, de méme, une
diminution des valeurs ORAC dans le plasma pourrait refléter une diminution de la production
d'espéces réactives, un résultat souhaitable. Les professionnels de la santé soutiennent que,
l'intégration d'une grande variété d'aliments complets, en particulier de fruits et de 1égumes,
dans le régime alimentaire constitue une stratégie supérieure pour protéger I'organisme du stress
oxydatif chronique et des maladies qui lui sont associ¢es (Valko et al., 2007; Collin, 2019;

Moldogazieva et al., 2019; Tejero et al., 2019).
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1.7 Choix des antioxydants
Les antioxydants les plus intéressants doivent avoir les propriétés suivantes ( Sen, 2003;

Bengal, 2010; Di Meo & Venditti, 2020) :

» efficaces a faible concentration ;

» suffisamment solubles dans le milieu oxydable ;

» leur produit de désintégration doit étre biodégradable, inoffensif et non nuisible ;

» insipides et inodores et ne doivent pas transmettre de couleur au produit ;

» efficaces et stables dans une large gamme de pH, de températures et de conditions
environnementales ;

» chimiquement non réactifs (neutres) avec les autres composants présents dans

'organisme.
2 Activité anti-inflammatoire

L'inflammation fait partie de la réponse biologique complexe des tissus vasculaires a des
stimulus nocifs, tels que des agents pathogenes, des cellules endommagées ou des irritants. Elle
est une série des réponse physiologiques bien coordonnées impliquant 1'augmentation de la
perméabilité¢ vasculaire, 1'cedéme, le déploiement et l'accumulation de leucocytes, et la
libération de médiateurs inflammatoires. Cependant, elle peut conduire a des troubles auto-
immuns, a des maladies neurodégénératives ou a des cancers lorsque sa progression n'est pas
controlée (Marin-Ocampo et al., 2019; Bailly, 2022; Bendotti et al., 2022; Ge et al., 2022;
Hilmayanti et al., 2022; Bendotti et al., 2022; Ge et al., 2022). La réponse inflammatoire est
essentielle au maintien de 1'homéostasie. Elle entraine des 1ésions tissulaires dues a la
fibroplasie, a la leucocytose, a la production excessive de cytokines (Choudhury et al., 2021).
La tempéte de cytokines, une réponse inflammatoire hors de contrdle, est principalement

responsable de la mortalité chez les patients atteints de COVID-19 (Mahesh et al., 2021).

2.1 Mécanismes de l'inflammation

Les mécanismes de I'inflammation impliquent une série d'événements dans lesquels le
métabolisme de l'acide arachidonique joue un réle important. Les enzymes cyclo-oxygénases
COX constituent la premicre étape de la transformation de 1'acide arachidonique en diverses
prostaglandines, thromboxanes et prostacyclines (Gunter et al., 2017; Segaard & Sjogaard,

2017; Chen et al., 2018; Pascottini et al., 2021).
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Il existe deux isoformes principales des enzymes COX : COX-1 et COX-2. La COX-1 est
exprimée de maniére constitutive dans de nombreux tissus et joue un réle physiologique dans
le maintien de la fonction rénale, la protection de la muqueuse gastrique et la régulation de
l'agrégation plaquettaire. La COX-2 est considérée comme ¢€tant inductible par les cytokines
pro-inflammatoires. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) peuvent inhiber 1'activité
des enzymes (COX-1 et COX-2) et donc inhiber la synthése des thromboxanes et des
prostaglandines (PGE2). L'enzyme COX est libérée lors de la douleur et de 1'inflammation,
tandis que les thromboxanes et les PGE2 sont considérés comme les médiateurs des réactions
allergiques telles que la vasoconstriction et l'inflammation (Gunter et al., 2017; Segaard &
Sjegaard, 2017; Pascottini et al., 2021). Les anti-inflammatoires disponibles bloquent les

deux activités enzymatiques et soulagent les symptomes (Sarveswaran et al., 2017).

2.2 Les fonctions biologiques des médiateurs inflammatoires

Les agents anti-inflammatoires sont des substances qui réduisent ou suppriment
l'inflammation. Les médiateurs inflammatoires sont des molécules aux fonctions biologiques
multiples. Puisque les médiateurs inflammatoires jouent un rdéle dans l'induction et
l'amplification de la douleur, leurs inhibition peut étre prise comme approche pour traiter la
douleur, ce qui constitue une alternative prometteuse aux médicaments qui sont largement
utilisés aujourd'hui (Mounnissamy et al., 2007; Hou et al., 2018; Machairiotis et al., 2021)
2.3 Types de ’inflammation
L’inflammation est classée en deux types : aigué et chronique (Marin-Ocampo et al., 2019) :
2.3.1 L'inflammation aigué

L'inflammation aigué est une réponse rapide a un agent nocif qui sert a acheminer les
médiateurs de la défense de 1'hdte, les leucocytes et les protéines plasmatiques vers le site de la
blessure, elle constitue une réponse initiale de 1'organisme. L'inflammation aigu€ comporte 3

composantes majeures (Jadhav et al., 2010; Choudhury et al., 2021; Rakha et al., 2022).

% Des altérations du diamétre vasculaire qui entrainent une augmentation du flux sanguin.
% Les médiateurs chimiques de l'inflammation aigué€ sont : I’histamine (augmentation de la
perméabilité), PGE 2 (vasodilatation), leucotriénes (augmentation de la perméabilité).

++ La morphologie de I'inflammation aigué.
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2.3.2 L'inflammation chronique

Est un processus prolongé dans lequel la destruction des tissus et l'inflammation se
produisent en méme temps. L'étendue et les effets de I'inflammation peuvent varier en fonction
de la cause de la blessure et de la capacité de I'organisme a réparer et a surmonter les dommages.
Les symptdmes courants sont la fatigue, la fievre, les plaies buccales, les éruptions cutanées,
les douleurs abdominales, etc. Les caractéristiques générales sont, I’infiltration de cellules
mononucléaires (phagocytes, monocytes circulants, macrophages, etc.), la destruction ou
nécrose des tissus et le changement prolifératifs : petits vaisseaux sanguins et fibroblastes.
L'inflammation chronique joue un réle impératif dans 'apparition et la progression des maladies
chroniques, notamment le diabete, I'hypertension, le cancer, les allergies et I'asthme (Wagh et

al., 2009; Seyedian et al., 2019; Mahesh et al., 2021; Elhag et al., 2022; Rakha et al., 2022).
3 Activité anti-diabétique

3.1 Le diabéte en chiffres

En 2021, il est estimé que 537 millions de personnes sont atteintes de diabéte, et ce
nombre devrait atteindre 643 millions en 2030, et 783 millions en 2045. En outre, en 2021, 541
millions de personnes seraient atteintes d'intolérance au glucose. Il est également estimé que
plus de 6,7 millions de personnes agées de 20 & 79 ans mourront de causes liées au diabéte. Plus
de 1,2 million d'enfants et d'adolescents (jusqu'a 19 ans) seront atteints de diabéte de type 1.
Les dépenses de santé directes dues au diabéte sont déja proches de mille milliards de dollars
américains. De plus, I'hyperglycémie pendant la grossesse (HIP) touche environ une grossesse
sur six. Un autre motif d'inquiétude est le pourcentage toujours élevé (45 %) de personnes
atteintes d'un diabete non diagnostiqué, qui est en grande majorité de type 2 (Al-Faqeeh et al.,

2021; Boyko et al., 2021; Chaturvedi et al., 2018).

3.2 Définition de diabete sucré

Le diabete sucré, plus simplement appelé diabéte, est devenu un probléme de santé
mondial et est une maladie de longue durée, non infectieux, caractérisé par un trouble
endocrinien et par une perturbation du métabolisme, associé a une hyperglycémie chronique
(taux ¢levés de glucose dans le sang) a la suite de 1'incapacité totale de 1'organisme a produire
de l'insuline ou en quantité insuffisante, ou ne peut pas utiliser efficacement 1'insuline qu'il

produit (Hajam, Malik, et al., 2023; Hajam, Rani, et al., 2023).
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L'insuline est une hormone produite par le pancréas. Elle permet au glucose de la
circulation sanguine de pénétrer dans les cellules ou il est transformé en énergie ou stocké. Elle
est également essentielle au métabolisme des protéines et des graisses. Un manque d'insuline,
ou l'incapacité des cellules a y répondre, entraine un taux ¢élevé de glucose dans le sang
(hyperglycémie), qui est l'indicateur clinique du diabéte. Un déficit en insuline, s'il n'est pas
controlé a long terme, peut endommager de nombreux organes du corps, entrainant des
complications invalidantes et potentiellement mortelles telles que des maladies
cardiovasculaires (MCV), des Iésions nerveuses (neuropathie), des Iésions rénales
(néphropathie), I'amputation des membres inférieurs et des maladies oculaires (touchant
principalement la rétine) entrainant une perte de la vue, voire la cécité. Toutefois, si le diabéte
est géré de manicre appropriée, ces complications graves peuvent étre retardées. Le diabete
sucré se compose de quatre classes : Le diabéte sucré insulinodépendant de type 1, le diabete
sucré non insulinodépendant de type 2, les autres types et le diabéte gestationnel (Chauhan et
al., 2010; Patel et al., 2012; Chaturvedi et al., 2018; Alam et al., 2019; Solikhah et al., 2020;
Al-Faqeeh et al., 2021; Boyko et al., 2021).

3.3 La Les enzymes o-glucosidase et a-amylase

La forme la plus courante de diabéte sucré est le diabéte de type 2, et son symptome le
plus typique est un taux de sucre ¢levé dans le sang. La méthode la plus couramment utilisée
dans le traitement du diabéte de type 2 est la surveillance et le contrdle de I'hyperglycémie. En
outre, une autre stratégie importante consiste a réduire la glycémie par l'inhibition des enzymes
a-glucosidase et a-amylase pour contrdler I'augmentation de la glycémie chez les diabétiques
de type 2 (Papoutsis et al. 2021). Quand I'a-amylase est responsable de I'hydrolyse de 1'amidon,
l'a-glucosidase est responsable de I'hydrolyse des disaccharides (maltose et saccharose) en
monosaccharides (glucose et fructose) (Papoutsis et al. 2021). L'inhibition de ces enzymes a
¢été considérée comme une cible thérapeutique pour le controle du diabéte de type 2 ainsi que

de I'hyperglycémie (Abbas et al., 2017).

3.4 Médicaments antidiabétiques

La maladie du diabete sucré peut étre prévenue en régulant le taux de sucre dans le sang
a l'aide de différents types de médicaments, en s'adonnant a différents exercices ou a un régime
alimentaire (Kashikar & Tejaswita, 2011; Uttara Singh et al., 2012; Abbas et al., 2017;
Mishra et al., 2017; Rashid & Sil, 2017).
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X/

< Diabéte de type 1 : Les personnes atteintes de diabéte de type 1 ont besoin d'injections
quotidiennes d'insuline pour maintenir leur glycémie dans une fourchette approprice.

o Diabéte de type 2 : Si le traitement avec un seul médicament antidiabétique n'est pas

suffisant, une gamme d'options thérapeutiques combinées est maintenant disponible. Des

injections d'insuline peuvent étre nécessaires pour contréler 1'hyperglycémie aux niveaux

recommandés si les médicaments non insuliniques ne permettent pas de contrdler la glycémie.
4 Activité hémolytique et agents anti-hémolytiques

4.1 Lesang

Le sang est un fluide visqueux, pH de 7,35 a 7,45. Une densité de 1,05 (plus dense que
I’eau). Leur volume chez I’homme de 5 a 6 L et chez la femme de 4 a 5 L (8 % du masse
corporelle). Constitué¢ de plasma (matrice extracellulaire liquide, représente 55 % du volume
sanguin) et des cellules sanguines (45 %), selon leur fonction elles sont classées trois
catégories : les hématies (érythrocytes ou globules rouges), les leucocytes (globules blancs) et
les thrombocytes (les plaquettes). L'hématopoicse a lieu dans la moelle osseuse et dans les
organes lymphoides. Ces cellules, ont des durées de vie différentes et qui se renouvellent
constamment, mais elles demeurent en permanence en nombre constant dans le sang (Béraud,

2014).

4.2 Les érythrocytes et le stress oxydant

Comme 1'érythrocyte transporte de I'oxygéne et qu'il est exposé a un large éventail de
produits chimiques dissous dans le plasma, il est particulierement vulnérable aux dommages
causés par les oxydants. Les effets de ces stress oxydatifs dépendent des composés impliqués,
de leur concentration et des capacités métaboliques de I'érythrocyte. De nombreux médicaments
oxydants sont des dérivés benzéniques substitués et facilitent la conversion de
I'oxyhémoglobine en méthémoglobine et en peroxyde d'hydrogene. La méthémoglobine peut
étre réduite en oxyhémoglobine avec du nicotinamide dinucléotide réduit. Comme le peroxyde
d'hydrogéne peut provoquer une dénaturation étendue des protéines et une peroxydation des
lipides, I'érythrocyte dispose d’un véritable mécanisme enzymatique pour le convertir en eau.
Si une enzyme ou un substrat de cette chaine de réactions devient inadéquat, que ce soit a la
suite d'une carence héréditaire, d'un régime alimentaire ou d'une inhibition médicamenteuse,
les érythrocytes deviennent vulnérables au stress oxydant (Smith, 1987; Himbert et al., 2017;

Meisenberg & Simmons, 2017).
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4.3 L'hémolyse physiologique

L'hémolyse, en général, produit une libération excessive du contenu érythrocytaire dans
le plasma, a savoir une augmentation de I'hémoglobine et de la lactate déshydrogénase (LDH)
et une réduction de 1'haptoglobine et de I'hémoglobine glycosylée. L'hémolyse physiologique,
quant a elle, doit étre distinguée de I'némolyse pathologique ou hyper-hémolyse. L'hémolyse
est un état physiologique irréversible qui entraine la dégradation des globules rouges apres une
durée de vie moyenne de 120 jours. La perte physiologique quotidienne (1/120e de la masse
totale des cellules sanguines) est principalement concentrée dans la moelle osseuse, le foie et la
rate. Elle est compensée par la production d'un nombre égal d'érythrocytes par la moelle
osseuse. On distingue I’hémolyse intravasculaire et intratissulaire (Smith, 1987; Li &

Lykotrafitis, 2014; Himbert et al., 2017).

4.4 L’hémolyse pathologique et I'hyper-hémolyse

Lorsque cette destruction se produit apreés une durée de vie restreinte, on parle d'hyper-
hémolyse. Si l'hyper-hémolyse dépasse la compensation médullaire, il se développe le
syndrome d'anémie hémolytique (AH), qui se caractérise par une hémoglobine (Hb) de moins
de 130 g/L chez I'homme et de moins de 120 g/L chez la femme (Li & Lykotrafitis, 2014;
Himbert et al., 2017; Gallagher, 2020).

4.5 Agents Anti-hémolytique
Consiste a s'attaquer aux facteurs de cause, ce sont des substances qui peuvent retarder ou
inhiber I'hyper-hémolyse, notamment I'acide folique, les suppléments de fer, les suppléments

de vitamine B et les corticostéroides (Gupta et al., 2016; Olivares, 2017).

4.5.1 Le fer

L'organisme étant incapable de synthétiser le fer, celui-ci doit étre obtenu par
l'alimentation. Les deux formes de fer qui sont conservées en réserve sont la ferritine et
I'hémosidérine. Les nourrissons et les jeunes enfants sont les plus exposés a la déficience en
fer. Une grave déficience en fer peut réduire le taux d' hémoglobine, diminuer 1'érythropoi¢se
et entrainer une anémie microcytaire hypoproliférative, qui est désignée comme une anémie
ferriprive (IDA). L'organisme utilise ses réserves de ferritine et d'hémosidérine lorsque
I'équilibre en fer est perturbé (en raison d'un apport alimentaire insuffisant ou de pertes

importantes) (Clark, 2008; Olivares, 2017; Kumar et al., 2022).
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L'anémie se développe lorsque les réserves en fer sont usées, ce qui entraine une baisse
du fer plasmatique, ainsi le rythme de 1'érythropoiése se ralentit, les granules de fer sont
manquants dans les érythroblastes et les sidérolites se disparaissent ensuite graduellement

(Clark, 2008; Gupta et al., 2016; Olivares, 2017; Kumar et al., 2022).

4.5.2 Les vitamines B12 et B9

L'anémie mégaloblastique acquise, un sous-type d'anémie macrocytaire, se développe
fréquemment a la suite d'une carence en vitamine B12 (cobalamine) ou plus rarement, en
folates. La synthése de I' ADN dépend de ces coenzymes, et des déficiences a cet égard peuvent
entrainer une synthese inefficace de I'ADN et, par conséquent, une hématopoiese inefficace et
une hémolyse intramédullaire. L'anémie mégaloblastique induite par les médicaments est de
plus en plus reconnue, car un certain nombre de médicaments altérent biochimiquement la
synthése de 'ADN. 1l est estimé qu'environ 0,13 % de la réserve totale de vitamine B12 de
l'organisme est perdue par jour. Par conséquent, il faut un certain temps pour épuiser les
réserves de vitamine B12 de I'organisme méme avec un apport nul en vitamine B12. L'acide
folique est nécessaire a la méthylation, la réparation et la synthése de I'ADN. La vitamine B-9
(folate) est nécessaire a I'érythropoicse, elle joue également un réle important dans le
fonctionnement normal du cerveau et la santé mentale et émotionnelle. Sa carence est associée
a I'anémie mégaloblastique, aux déficiences neuropsychiatriques (Clark, 2008; Gupta et al.,

2016; Tomas Walter et al., 2017; Kumar et al., 2022).

4.5.3 Les corticostéroides

Dans l'anémie hémolytique auto-immune, les globules rouges sont endommagés
prématurément, un anticorps est a l'origine de ce phénomene, ce qui réduit leur durée de vie.
Dans ce cas, I'un de ces anticorps cible les globules rouges mais le facteur qui provoque cette
hémolyse auto-immune est inconnu. Un médicament fabriqué a base de corticostéroides permet
de réduire le taux de dégradation des globules rouges. Dans ce cas, les corticostéroides
(cortisone ou un de ses dérivés) sont utilisés pour traiter uniquement les réponses
immunologiques, et non l'anticorps implicite a 1'origine de la maladie, ce qui permet de réduire
le taux de dégradation des globules rouges. Des restrictions alimentaires sont nécessaires
pendant le traitement aux corticostéroides (Ditmars et al., 2022; Evers et al., 2022; Murdych,

2022).
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Introduction

Les champignons sont 1'une des sources naturelles les plus importantes de composés
bioactifs en raison de la présence de nombreux composés possédant des vertus thérapeutiques.
La présente étude a pour objectif d’une part de contribuer a la réalisation d'un inventaire des
champignons supérieurs de la wilaya de Tlemcen et a l'enrichissement de la flore fongique
nationale et d’autre part la valorisation des extraits de certains macromycetes en soulignant les
caractéristiques en termes de composants en métabolites secondaires et activités biologiques

dont I’objectif est une éventuelle utilisation dans le cadre des applications thérapeutiques.

Ce travail a été réalisé essentiellement au niveau des laboratoires pédagogique, pole
biochimie et pole microbiologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la

Terre et de 1’Univers, Université Abou bekr Belkaid-Tlemcen.

Les analyses GC-MS ont été effectuer au sein de laboratoire de Catalyse et de Synthése

en Chimie Organique (LCSCO) Tlemcen.

Les principales étapes de la réalisation de la présente étude sont exposées dans la figure
11.
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Figure 11 : Présentation générale du plan de travail
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Partie I : Etude de la biodiversité et inventaire des champignons

supérieurs de la wilaya de Tlemcen

Chapitre 1. Présentation de la zone et des sites d’étude

1 Zone d’étude

La zone d'étude est située au nord-ouest de I'Algérie, dans la wilaya de Tlemcen, couvrant
une superficie de 9 017,69 kilomeétres carrés et disposant de 120 kilométres de cotes. Le chef-
lieu de la wilaya est situé¢ a 432 km a l'ouest de la capitale, Alger. Elle est bordée par la mer
Méditerranée au nord, la Wilaya de Naama au sud, la Wilaya de Ain Temouchent a l'est, la
Wilaya de Sidi Bel Abbes au sud-est, et enfin le Maroc a I'ouest. Son climat est de type
méditerranéen (semi-aride). Les températures les plus élevées sont enregistrées en été, pendant
les périodes seches a faible pluviométrie et peut atteindre 45°C. En hiver, elle peut descendre
en dessous de 0°C. L'indice pluviométrique d'Emberger est de 51,1 (Ghalem et al., 2016;
Appiagyei et al., 2020). Les relevés mycologiques ont été réalisés durant la période allant de
I'automne 2018 au printemps 2022, a différentes périodes de I’année entre Septembre et Mai.

généralement apres les périodes de pluies. Les 15 sites d'étude sont résumés dans le tableau 5.
2 Sites d'échantillonnage

Quinze sites d'échantillonnage détaillés dans le tableau 5 ont été sélectionnés dans la
zone d'é¢tude pour la récolte et la collecte. Sur la base d'un échantillonnage ciblé, les stations
qui semblaient homogenes et représentatives ont été choisies, en tenant compte les différentes
positions biogéographiques qui se reflétent dans le climat, l'altitude, la diversité de la végétation
et la composition physicochimique de sol. Ce choix s'est bas¢ aussi sur les conseils des habitants

locaux et sur la proximité des plantes hotes.

La réalisation des cartes est effectuée par le logiciel ArcGis 10.3. Les données de la
couverture de sol, les précipitations, I’humidité relatif, le profil de ’humidité de sol en utilisant
le site internet : https://power.larc.nasa.gov/data-access-viewer/. Les températures en utilisant

le site internet : www.climatologylab.org/terrclimate.html
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Tableau 5 : Nomination des sites d'é¢tude dans la wilaya de Tlemcen (Nord-Ouest de 1'Algérie)

N° Sites Abréviations Latitude Longitude Altitude (m)
1 Tlemcen T.L 34°51°58>°  01°28°02 814
2 Ghazaouet G.Z 34°04°48>  01°50°49” 74
3 Hafir and Zariffet H.Z 34°47°52>°  01°26°14” 904
4 Terny Beni Hdiel T.B.H 34°46°38>°  01°20°39 1328
5 Lalla Setti L.S 34°52°00>°  01°17°52>> 1098
6  Dar Yaghmouracene D.Y 35°07°18>  1°34°23” 368
7 Souahlia S.H 35°04°11°  1°43°39 209
8 Nedroma N.D 35°03°04  01°43°11” 321
9 Bouhlou B.H 34°50°06>°  01°30°05° 292

10 Honaine H.N 35°09°09°  01°4°35” 392
11 Ain Kebira AK 35°02°33>  01°42°28” 538
12 Beni Ouarsous B.O 35°05°42>  01°37°15” 490

13 Beni Snous B.S 34°37°50>  01°34°35 875

14 Souk Tlata S.T 35°02°35°  01°58°09” 342
15 El Aricha E.A 34°27°52>°  01°11°50” 1114

3 Méthodes d’inventaire

Plusieurs techniques de recensement des champignons sont utilisées, tel que transects
aléatoires, stratifié¢ sur quadrats, relevés fragmentés sur fragments homogenes. Chacune ayant
ses avantages et ses contraintes. Notre objectif étant de contribuer a établir une liste de la
diversité fongique des sites d’é¢tude qui sont localisés dans différents étages bioclimatiques. La

méthode la plus adaptée a notre travail été les transects aléatoires.
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Chapitre II. Identification morphologique des champignons collectées

La limite de notre champ d’étude est définie comme suite :

1 Délimitation du champ d’étude

Il était nécessaire de nous déterminer une délimitation adaptée a notre champ d’étude et
de définir les groupes a étudier en fonctions de nos objectifs. Notre sujet d’étude est consacré
aux champignons supérieurs ou Macromycetes ou méme encore appelé Macro-fungi, formant
des fructifications différenciés épigées, semi-hypogées ou hypogées directement observables in
situ. (supérieures a 1 cm de hauteur et de 2 mm de diamétre). Il nous semble utile d’inclure les
lichens, considérés a présent comme des champignons et les Myxomycétes traditionnellement
¢tudiés par les mycologues (désormais sont exclus du régne fongique), donc ils seront traités

1cl.

Nous avons bien pris garde de prospecter et de dénombrer tous les carpophores, ce qui a
nécessité un minimum d'expérience. La premicre étape de reconnaissance des spécimens
collectés, est de les répartir selon les plus importants groupes ou clades tel que les agaricales,
les boletales, les polypores, les pezizales et les autres formes. L'identification a été basée sur
les caractéristiques macro et microscopiques des carpophores frais, pour distinguer les
champignons collectés, des photos ont aussi été prises et des fiches descriptives avec des clés
de détermination ont été remplies avec le plus grand soin. La période entre la récolte et
l'identification a été la plus courte possible afin d'éviter toute modification et dégradation

éventuelle des caractéres des champignons collectés.

2 Examen macroscopique

La reconnaissance morphologique a été réalisée en examinant les différentes parties des
spécimens collectés, notamment : carpophores (marge, surface, couleur, forme, insertion au
pied), I'nyménium (Lames, pores, densité, forme, ornementation), le stipe (présence d’anneau,

voile, courtine), la chair (cassante, fibreuse), I’habitat et d’autres selon les cas des champignons.

54



Partie expérimentale Matériel et méthodes

Pour réussir a déterminer correctement une espece, I’outil « clé de détermination »,
congue a suivre un chemin décisionnel, avec une méthode au cours duquel sont décrits les
caractéres spécifiques d’un spécimen, pour cela il faut choisir entre deux ou plusieurs

possibilités a chaque niveau d’observation. pour arriver au niveau soit du genre ou de 1’espéce.

L'opération d'identification est établie en comparant ces résultats avec les clés de
détermination des guides fiables et reconnus dans la discipline de la mycologie tel que :
Tiévant, (2001); Bon, (2004); Roux, (2006); Chaumeton, (2008); Gerhardt, (2008); Whelan,
(2011); Courtecuisse and Duhem, (2013); Lamaison and Polese, (2013); Redeuilh et al.,
(2015); Brodo, (2016); Roux et al., (2017); Eyssartier and Pierre, (2017); McNeil, (2019);
Polese, (2019); Burgaz et al., (2020) et Allen and Lendemer, (2021).

Les fiches d'annotation (pour les agarics et les bolets) et les formulaires d'observation des
champignons supérieurs doivent étre organisés de manicre a ce que la description soit

enregistrée dans un ordre logique (Annex 1 et 2).

3 Examen microscopique

Afin d’avoir un meilleur avancement dans 1’identification, I'examen a 1’état frais ou avec
les réactifs de Lugol (iode 1 g + iodure de potassium 2 g + eau 100 a 400 ml) et Melzer (iode
1.5 g + iodure de potassium 5 g + hydrate de chloral 100 g + eau 100 ml) s’aveére important
pour l'examen des basidiospores et des ascospores ainsi que le bleu de coton pour les coupes
des mycorhizes. Apres coloration, l'observation a été réalisée a l'aide d'un microscope

binoculaire équipé d'une caméra.

Leurs dimensions ont été mesurées a l'aide du logiciel Piximeter, téléchargeable

gratuitement sur le site http://www.piximetre.fr.

4 Etude taxonomiques

La nomenclature des taxons et leurs attributions taxonomiques rapportés dans le présent
travail ont été vérifiés par rapport a la base de données Index Fungorum. Nom actuel, selon le

site  http://www.speciesfungorum.org et position dans la classification selon

http://www.indexfungorum.org ou a la base de données MycoBankdatabase

(https://www.mycobank.org).
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Partie II : Etude myco-chimique et activités biologiques de
quelques especes des champignons supérieurs de la wilaya de

Tlemcen

Chapitre 1. Matériel fongique

1 Identification morphologique des espéces étudiées

L'observation microscopique des spores de champignons, objet de cette étude, se fait a
1000X en immersion, sans ou avec coloration (Melzer ou Lugol ). Les spores sont mesurées
soit directement sous le microscope par graduation, soit en recourant a un logiciel qui exploite
les images numériques des spores photographiées. La derniére technique est plus rapide et plus
fiable. La fiabilit¢ des mesures nécessite un ¢étalonnage et une mesure d'un suffisamment

nombre de spores (environ 30 spores).
La recherche de I'amyloidité des spores a été effectuée en utilisant le réactif de Melzer.

Au contact du réactif de Melzer (chloral iodo-ioduré), les spores de certaines espéces présentent

une coloration et cette coloration peut étre expliquée comme suit:

» jaune clair a jaune brunatre, dans ce cas les spores sont dites :non amyloides"
» gris bleuté a noiratre, elles sont dites : amyloides, du fait de la présence d'amidon dans
les spores
» Dbrun acajou a brun vineux, elles sont dites : dextrinoides ou pseudo-amyloides, en
présence de glycogéne ou de dextrines
Les mesures de la longueur (L en um) et de la largeur (1 en um) ont été effectuées et le
rapport (Q) (Q = L /1) est calculé pour chaque spécimen, avec un nombre de mesure (N

supérieure a 30)

Le rapport (Q) fournit des informations sur la forme de la spore, puisque (L) est de profil
toujours supérieur a (1), (Q) est donc pres de 1 pour les spores rondes, et jusqu'a 3 ou plus pour

les formes allongées.

Ces parametres sont importants pour comprendre les caractéristiques morphologiques des

spores (Ndong et al., 2011; Henriot & Cheype, 2016; Fortin & Labbé, 2019).
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Les calculs sont donnés en utilisant la formule suivante :
(Min) min - moy - max (Max) dont les valeurs :

» (Min) et (Max) sont les valeurs exceptionnelles ;
» (min et max) sont les valeurs de I’intervalle ;
» (moy) est la valeur de la moyenne arithmétique.

Dans ce contexte, nous pouvons exprimer les dimensions sporales comme suit :
(LMin ) Linf - Lsup (LMax) X (lMin ) linf - lsup ( lMax) ;

(Qmin) Qinf'qup (Qmax) 5
V=4/3 7t x (112)* x (L/2) ou V = 0,52 x L x I dont :

» L :longueur, etl: largeur ;

» Q: est le quotient sporique (Qe, la valeur moyenne des valeurs Q) ;

» V: Le volume sporique (Ve : Le volume sporique moyen) ;

» N : est le nombre de mesure.
Les spores sont classées en regard de leur valeur Q comme indiqué ci-dessous dans le
tableau 6.

Tableau 6: Les différentes formes de spores en fonction de leur quotient sporique Q

Quotient sporique Forme de la spore
<1,05 Globuleuse
>1,05et<1,15 Subglobuleuse
>1,15et<1,30 Largement ellipsoidale
>1,30 et < 1,60 Ellipsoidale
> 1,60 et <2,00 Oblongue
>2.00 et <3.00 Cylindrique
>3.00 Bacilliforme
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2 Préparation des champignons supérieures collectés

Les fructifications des différents champignons sauvages ont été cueillies a la main dans
des zones bien distinctes de la Wilaya de Tlemcen, durant la période de septembre 2019
jusqu’aux avril 2021 pendant la saison de disponibilité (Tableau 7). IIs sont récoltés au stade
de maturation optimale, apres un échantillonnage aléatoire de chaque espéce, les champignons
ont été nettoyés de la matiere végétale étrangere et des débris du sol ensuite lavés a I'eau distillée
pour ¢liminer les particules de saleté, tranchés finement, mélangés, séchés a 1'air puis dans un
four a (35-40°C) pour réduire I'humidité et ensuite broyés pour former un échantillon homogéne
pouvant étre considéré comme représentatif. Les échantillons ont été tamisés pour obtenir une
granulométrie inférieure a 0,5 mm, puis conservés dans des sacs d'échantillons stériles et

stockés dans 1'obscurité a température ambiante.

Tableau 7. Nomination des sites d'étude dans la wilaya de Tlemcen (Nord-Ouest de 1'Algérie)

N° Especes Codes Sites Altitude
1 Pleurotus eryngii var ferulae 190120 Boukhnais, Souahlia (S.H) 209 m
2 Suillus mediterraneensis 031219A Gnadaz, Nedroma (N.D) 321 m
3 Boletus satans 010520D Ziatane, Dar Yaghmouracene (D.Y) 368 m
4 Melanogaster broomeianus ~ 010520B  Ziatane, Dar Yaghmouracene (D.Y) 368 m
5 Tricholoma pseudonictitans 140120 Lalla Setti, Tlemcen (T.L) 1098 m
6 Suillus collinitus DarSalah Dar Salah, (Souk Tlata) 342 m
7 Terfezia claveryi 042021 El Aricha 1114 m

3 Préparation des extraits bruts

L’extraction est la premiére opération pour l'obtention des substances bioactive, dans
cette étape 1’extraction est de type solide-liquide. Le matériel fongique (un solide) est mélangé

avec le solvant d’extraction (un liquide).

3.1 Procédure de macération

Cette technique consiste a faire macérer 1’échantillon séché dans le solvant et apreés une

durée de 24 heures a 1’obscurité le solvant sera filtré puis évaporé pour obtenir un extrait brut

(Raaman, 2006).

58




Partie expérimentale Matériel et méthodes

Les échantillons ont été extraits deux fois, environ 50 g de poudre séche de chaque
champignon, ils ont été macérés pendant 24 heures a I'obscurité, a température ambiante dans
1000 mL du méthanol a 80% (1 :20. v/v). La solution récupérée est ensuite filtrée sur le papier
filtre Whatman (n° 1). Apres la premiére macération, le marc (résidu restant apres la filtration)
a été macérer a nouveau durant 48H en maintenant les mémes conditions opérationnelles puis
filtré de la méme maniére que le premier filtrat. Le filtrat récupéré (extrait concentré) a été
homogénéisés et évaporé sous vide a l'aide d'un évaporateur rotatif a basse température (40-50
°C) et séché jusqu'a obtention d'un résidu sec dans un étuve a 37-40°C (extrait sec) et stockés
dans un réfrigérateur a 4°C pour des utilisations ultérieure et étiqueté comme extrait hydro-

méthanolique (HM).

3.2 Extraction a reflux

L'efficacité de 1'extraction par Soxhlet (Fig. 12 ) est relative notamment du fait que le
solvant qui se condense et entre en contact avec 1'échantillon est toujours pur, ce qui permet de
meilleurs rendements d'extraction. Dans le cas de la macération, le solvant permettant d'extraire
la matic¢re fongique peut arriver a saturation et perdre progressivement sa capacité d'extraction

avec le temps. Par contre, la chaleur peut dégrader certains composés chimiques.

Dans le but de pouvoir extraire les composés éventuels des champignons étudiés, des
extractions par épuisement consécutives du matériel fongique ont été conduites a reflux en
utilisant un systéme Soxhlet suivant la procédure décrite par Chaouche et al., 2015 en utilisant
une série de solvants de polarité croissante: Hexane (Hx), Dichlorométhane (DCM), un
mélange (AEEM) de ( I’ Acétone (20%) + I’Eau distillée (10% ) + I’Ethyle Acétate (20% ) + le
Méthanol (50%)).

Dans une cartouche en cellulose, la poudre de chaque espece est déposée, le volume de
solvant doit étre adaptée a la quantité de 1’échantillon en poudre généralement un moyen de 700
ml de solvant pour 100g de poudre. La température d'extraction doit €tre plus élevée que la

température d'ébullition de chaque solvant.

Aussi long que le solvant soit maintenu dans le ballon en ébullition, les étapes : ébullition,
condensation, macération et vidange sont par effet siphon (Fig. 12 ) se répetent d’une fagon
cyclique. Un changement de couleur du solvant intervient lorsqu'il entre en contact avec

I'échantillon.
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L'opération d'extraction est terminée quand le solvant contournant la cartouche devient
clair, c'est une indication que ce solvant ne retire aucun de ses composés de 1’échantillon. L’eau
de refroidissement est en circuit fermé a I’aide d’une pompe et un petit réservoir refroidi par
des glacons. Apres avoir effectué le passage de chaque solvant, les extraits ont été évaporés
sous vide a l'aide d'un évaporateur rotatif, la température utilisée est celle applicable a
I'évaporation de chaque solvant (rotation 150rpm, température 40 a 60 °C). L’extrait concentré

et I’extrait sec sont conservés a 4°C.

"

Extracteur

Echantillon

Ballan de
distillation

Figure 12 : (A) : Schéma simplifié de Soxhlet ; (B) Montage de dispositif d’extraction

Soxhlet avec circuit fermé d’eau de refroidissement
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4 Calculs des rendements en extraits secs

Un taux d'extraction est une évaluation de la capacité de la méthode d'extraction et du
solvant a extraire des constituants spécifiques de 1’échantillon. Le pourcentage de rendement
de l'extraction est la teneur en extrait sec récupéré en poids par rapport a la teneur initiale de
matériel fongique en poudre, exprimée en pourcentage (Murugan & Parimelazhagan, 2014),

obtenu a l'aide de I’une des deux formules suivante :

Pourcentage de rendement (en extraits secs) = (m/M) x 100 ou:

m : le poids du résidu sec (en grammes) ; M : le poids de matériel fongique initial (en grammes).

Pourcentage de rendement (en extraits secs) = (P1-P2/P3) x 100 ou:

P1: le poids du ballon apreés évaporation (en grammes); P2: le poids du ballon vide (en

grammes); P3: le poids de matériel fongique initial (en grammes).

Chapitre I1. Etude myco-chimique

1 Screening myco-chimique

Dans le but de mettre en évidence les différentes classes de métabolites secondaires
responsables des activités biologiques et qui peuvent étre contenues dans les extraits des
champignons testés. Une étude qualitative a été réalisée sur les différents extraits sur la base de
réactions de précipitation, de coloration, de mousse ou de fluorescence sous lumiere
ultraviolette, en appliquant des techniques standard bien acceptées par divers auteurs. Ces tests
ont été réalisés sur I'extrait concentré de chaque champignon. Les résultats ont été interprétés

de la maniére suivante : ++ : Fortement positif ; + : Faiblement positif'; - : Absence.
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+» Détection des saponines :

Suivant le protocole décrit par Trease & Evans, (1987), 10 mL de I'extrait concentré a
¢été fortement agité en utilisant un vortex pendant 5 min, puis a été laissé au repos pendant 20
min. Les saponines sont responsables de l'apparition d'une grosse mousse. La présence de

saponines a été évaluée comme suit :

Pas de mousse = Test négatif

Mousse de moins de 1 cm = Test faiblement positif

Mousse de 1 a 2 cm = Test positif

Mousse de plus de 2 cm = Trés positif.

% Détection des tanins (test au chlorure ferrique)

La présence de tanins a été mise en évidence en mélangeant 1 mL de I'extrait concentré
avec 0,25 mL de la solution de chlorure ferrique FeCls (1%). L'apparition d'une coloration
verdatre foncée, bleu-verdatre ou bleu-noiratre indique la présence de tanins (la coloration
verdatre foncée indique la présence des tanins caté-chiques et la coloration bleu-noiratre

indique la présence des tanins galliques) (Trease & Evans, 1987).

< Détection des flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 1 mL de 'extrait concentré avec
0,5 ml de HCI concentré (37%) et 0,5g de tournures de magnésium (petit morceau de feuille de

magnésium métallique).

La présence de flavonoides a été démontrée si une couleur jaune, rose ou rouge se
développe apres 3 minutes (Farnsworth, 1966). Une couleur rouge cerise intense marquait la
présence de flavonones. Les flavonols étaient indiqués par une couleur rouge orangé (Brain &

Turner, 1975).
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+» Détection des alcaloides (test de Mayer et test de Wagner)

Le protocole décrit par Gibbs (1974), consiste a transférer 0,5 mL de l'extrait concentré
a analyser dans deux tubes a essai séparés. Apres avoir ajouté un peu de HCI (1%, v/v) au milieu
(pour acidifier le mélange), ajouter 0,5 mL de réactif de Mayer (obtenu par solubilisation de 5g
de KI et 1,358 g de HgCl> dans 100mL d’eau distillée) dans le premier tube et 0,5 ml de réactif
de Wagner (obtenu par solubilisation de 2 g de KI et 1,27 g de 1> dans 100mL d’eau distillée)

dans le second.

L'apparition d'un précipité blanc jaunatre par le réactif de Mayer ou rouge orangé a brun
pour le Wagner, respectivement, révele la présence d'alcaloides. Le principe de ces tests est

basé sur la capacité des alcaloides a se combiner avec les métaux lourds ou avec 1’iode

«»» Détection des terpénoides (test de Salkowski)

Dans le protocole décrit par Sofowora (1982), apres 1’ajout de 0,4mL de chloroforme et
de 0,6 mL d'acide sulfurique concentré a 0,5 mL de l'extrait, le développement de deux phases

avec un anneau brun a brun-rouge a l'interphase indique la présence de terpénoides.

< Détection des coumarines

Dans ce protocole, nous avons mélangé 1 ml d'extrait concentré avec 0,1 ml de NH4OH
(10%, p/v) dans le premier tube et le second tube a servi de référence (1 ml d'extrait concentré
uniquement). Ensuite, quelques gouttes de contenu des tubes ont été prélevés et ont été

séparément déposé sur un papier filtre puis exposés a la lumiére UV (366nm).

La présence de coumarine a été indiquée par une fluorescence intense (une couleur verte

jaune vif') observée pour I’échantillon contenant le NH4OH ( Geissmann, 1962).

% Détection d’anthraquinone (test de Borntrager)

I ml de l'extrait est soigneusement mélangé avec le méme volume de solution
ammoniacale a 10% (p/v), la présence d'anthraquinone est mise en évidence par une couleur
rose-violet ou rouge dans la couche ammoniacale (couche inférieure) (Aiyelaagbe &

Osamudiamen, 2009).
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+» Détection d’anthocyanine

Quelques gouttes d'acide sulfurique concentré H>SO4 (2N) ont été ajoutées a 1 ml de
chaque extrait concentré. Si le mélange deviens rouge, puis une couleur bleu-violet apparaisse

apres avoir ajouté 1 ml de NH4OH, ceci indique la présence d'anthocyane (Debray et al., 1971).

+» Détection des sucres réducteurs (test de Fehling)

1 ml de la solution a tester a été agité avec 1 ml de la liqueur de Fehling (solutions A et
B). Le mélange a été chauffé dans un bain marie pendant 08 minutes. Le développement d'un
précipité rouge brique ou rouge orangé indique la présence de sucres réducteurs (Trease &

Evans, 1987).

+» Détection des quinones

I ml de chaque extrait a été traité avec 0,1ml de solution d'hydroxyde de sodium NaOH
a 10% (p/v). Le virage de couleur jaune, rouge ou violette indique la présence de quinones

(Trease & Evans, 1987; Bruneton, 1999).

+» Détection des stéroides (réaction de Liebermann-Burchard)

1 ml de solution a tester avec 1 ml de chloroforme ont été soigneusement mélangés avec
quelques gouttes de HoSO4 concentré et 3-4 gouttes d'anhydride acétique ont été ajoutées.
L'apparition d'un anneau, dont La phase supérieure devient rouge et la phase inférieure d'acide
sulfurique deviens jaune avec une fluorescence verte, indique la présence de stéroides (Trease

& Evans, 1987).
2 Etude quantitative

Les extraits obtenus par (Hx) et (DCM) ont été préparée et diluée dans du DMSO a 5 %
afin d'améliorer et d'augmenter sa dissolution, alors que (HM) et (AEEM) en eau distillée, sauf

contre-indication pour certains tests.
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2.1 Deosage des sucres totaux
Principe

La méthode de détermination des sucres totaux par le réactif au phénol et acide sulfurique

a été proposée pour la premiere fois par Dubois et al., (1956).

A haute température et en milieu acide, les disaccharides sont décomposés en
monosaccharides. En présence d'acide sulfurique, les monosaccharides subissent une
déshydratation et se transforment en dérivés furfuraux, réagissent avec les phénols, en milieu
acide, pour donner des complexes colorés (jaune-orange). L'intensit¢ de la couleur est

directement corrélée a la concentration en sucre.
Protocole expérimental

250 pl de phénol (5% p/v) et 1250 pl d'acide sulfurique concentré (95% v/v) ont été
ajoutés a 250 pl d'échantillon (1 mg d'extrait sec convenablement dissous dans 1 ml d'eau
distillée). Le mélange a été agité lentement puis a été bouilli dans un bain-marie a 105°C
pendant 5 minutes, et ensuite laissé reposer 30 minutes a 'obscurité. L'absorbance a été mesurée

a 490nm par rapport a un blanc contenant 250 pl d'eau distillée (Chen et al., 2012).

Dans les mémes conditions expérimentales, la courbe d'étalonnage est tracée en utilisant
le glucose comme contrdle positif a différentes concentrations (de 10 a 100 pg/mL, R? =

0,9973).
Expression des résultats

La concentration de sucres totaux a été calculée en se référant a une courbe d’étalonnage.
Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalents de glucose par milligramme

d’extrait sec (ug EG/ mg d'extrait).
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2.2 Dosage des sucres réducteurs
Principe

Les sucres réducteurs ont été estimé dans tous les extraits de champignons en utilisant la
méthode de 1'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) introduite par (Miller, 1959) avec quelques
adaptations. Cette technique permet la détection des sucres réducteurs par colorimétrie, basée
sur la réduction de l'acide 3,5-dinitro-salicylique (3,5-DNS) par les sucres réducteurs en acide
3-amino-5-nitrosalicylique. En milieu alcalin et a température élevée, le jaune (3,5-DNS) est
réduit par les sucres réducteurs en acide 3-amino 5-nitrosalicylique et qui est caractéris¢ par

une couleur rouge-orange (Lindsay, 1973).
Protocole expérimental

250 pl de réactif DNS est mélangés a 250 ul d'extrait de chaque champignons (1 mg
d'extrait sec convenablement dissous dans 1 ml d'eau distillée) et incubés a 95°C pendant 15
minutes, ensuite 1250 pl d'eau distillée ont été ajoutés, puis le mélange a été laissé refroidir a
température ambiante. L'absorbance a ¢ét¢ mesurée a 540 nm. Pour le blanc, les mémes réactifs

ont été utilisés sauf l'extrait, qui a été remplacé par de 1'eau distillée (Sawangwan et al., 2018).
Expression des résultats

Le glucose a été utilisé comme standard (0 a 500 pg/mL, R?=0,9974). Les concentrations

en sucres réducteurs ont été exprimées en (ug EG/ mg d'extrait sec).
2.3 Dosage des polyphénols totaux
Principe

La teneur en polyphénols totaux a été réalisée pour la premicre fois par Folin &
Ciocalteau, (1927). 1l s'agit d'une méthode basée sur la capacité des phénols présents dans les
extraits a réduire les acides phosphotungstique (H3PWi2Os ) et phosphomolybdique
(H3PMo012040) présents dans le Folin-Ciocalteu de couleur jaune en un mélange d'oxydes bleus
de tungsténe (WsO23) et de molybdeéne (MogO23), en milieu alcalin. L'intensité de la couleur
bleue est proportionnelle a la teneur en polyphénols présentes dans les extraits a testés

(Singleton & Rossi, 1965; Singleton et al., 1999).
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Protocole expérimental

100 pl de la solution d'échantillon (1 mg d'extrait sec convenablement dissous dans 1 ml
d'eau distillée) ont été ajoutés a 2 ml de carbonate de sodium a 2% (p/v), mélangés
soigneusement et laissés reposer pendant 5 min, puis 100 pl de réactif de Folin-Ciocalteu (1N)
préparé juste récemment (réactif de Folin-Ciocalteu : eau distillée, 1 : 1, v/v) a été ajouté et
soigneusement mélangé, en faisant réagir les composés phénoliques, une couleur bleue a été
produite. Aprés 30 min de réaction dans l'obscurité totale, 'absorbance a été¢ mesurée a 700 nm
par rapport a un blanc de réactif en utilisant un spectrophotométre Optizen 3220 UV (

Vermerris & Nicholson, 2008).

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant un standard d’acide gallique comme
contrble positif (la gamme de linéarité était de 25 a 400 pg/mL), dans les mémes conditions

expérimentales.
Expression des résultats

Le contenu des polyphénols totaux est exprimé en microgrammes d'équivalents d'acide
gallique par milligramme d’extrait sec (ug GAE /mg d'extrait), conformément a 1’équation de

régression linéaire de la courbe d’étalonnage (R?= 0.9976).
2.4 Dosage des flavonoides totaux
Principe

Le principe de cette méthode repose sur qu’ en milieu alcalin en présence de NaNO: se
réalise la nitration du cycle aromatique contenant le groupement catéchol, le chlorure
d'aluminium (AICl3) est capable de générer des complexes acides avec les groupements ortho-
dihydroxyle des cycles A ou B des flavonoides présents dans 1’extraits, aussi d’établit des
composés acides avec le groupement cétone et le groupement hydroxyle des flavones et des
flavonols, ce que donne une couleur jaune devient aussitot rose apres l'addition de NaOH.
L'intensité du changement de couleur est proportionnelle a la teneur en flavonoides présentes

(Zhishen et al., 1999 ; Dewanto et al., 2002).
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Protocole expérimental

Tout d'abord, une prise de 250 puL de la solution standard ou de 1'échantillon (1 mg
d'extrait sec convenablement dissous dans 1 ml d'eau distillée) a ét€ mélangé avec 75 pL d'une
solution de NaNO2 a 15% (p/v) et 1 mL d'eau distillée, laisser reposer pendant 6 min a
température ambiante. 75 pL d'une solution d'AICIz a 10% (p/v) a été ajoutée, aprés une
incubation de 5 min a température ambiante, ]| mL de NaOH a 4% (p/v) a été ajoutés au
mélange. Ajuster le volume final a 2500 pL par de I’eau distillée, puis agiter soigneusement
afin d'homogénéiser le contenu. Le mélange a été laissé reposer pendant 30 minutes dans
l'obscurité totale et I'absorbance a été mesurée a 510 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions opératoires a 1’exception de I’échantillon qui a été remplacé par de 1’eau distillée

(Heimler et al., 2005).

La catéchine a été utilisée comme standard pour la réalisation d’une courbe d’étalonnage,
avec une gamme de linéarité allant de 25 jusqu’a 500 pg/mL, suivant le méme protocole

expérimental utilisé dans cet essai.
Expression des résultats

Le contenu en flavonoides totaux est exprimé en microgrammes d'équivalents de
catéchine par milligramme d’extrait sec (ug CE /mg d'extrait), conformément a I’équation de

régression linéaire de la courbe d’étalonnage (R?= 0,9998).
2.5 Dosage des tanins condensés
Principe

Une méthode colorimétrique a été utilisé pour déterminer la teneur en tannins condensés
comme décrit par Goldstein & Swain, (1963). Les proanthocyanidines se dépolymérisent en
présence d'acide chlorhydrique ou d'acide sulfurique, et sont converties en anthocyanidols de
couleur rouge par interaction avec la vanilline, cette couleur est proportionnelle a la quantité de

tanin condensé présent dans les échantillons mesurables a 550 nm (Sun et al., 1998).
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Protocole expérimental

Un volume de 50 puL de chaque extrait (1 mg d'extrait sec convenablement dissous dans
1 ml d'eau distillée) est versé dans 1500 pL de la solution de vanilline / méthanol a 4% (p/v) (4
g de vanilline /100 ml de méthanol).Apres avoir été soigneusement mélangé, un volume de 750
pL d'acide chlorhydrique (HCIl) concentré est ensuite additionné. Le mélange réactionnel

obtenu est laissé réagir a température ambiante pendant 20 min.

L'absorbance est mesurée contre un blanc (le méme mélange sans 1'échantillon) a une
longueur d’onde 550 nm. La catéchine a été utilisée comme standard pour la réalisation d’une
courbe d’étalonnage, avec une gamme de linéarit¢ de 25 a 900 pg/mL, suivant le méme

protocole expérimental (Belviso et al., 2013).
Expression des résultats

Le contenu en tannins condensés est exprimé en microgrammes d'équivalents de
catéchine par milligramme d’extrait sec (ug CE /mg d'extrait), conformément a I’équation de

régression linéaire de la courbe d’étalonnage (R?= 0,9965).
2.6 Dosage des flavonols totaux
Principe

La teneur en flavonols est estimée par spectrophotométrie telle que décrite par Yermakov

et al., (1987). Cette méthode est basée sur la chélation des ions AI** (Granato et al., 2016).
Protocole expérimental

Un volume de 0,25 mL d'échantillon (1 mg d'extrait sec convenablement dissous dans 1
mL d'eau distillée) ou de différentes concentrations de standard mélangés avec le méme volume
d'AlCI3 (2 %, p/v) et 1 ml d'acétate de sodium (CH3CO:Na) (50 mg/mL). Aprés une durée
d’incubation de 2h 30min dans I'obscurité a température ambiante, 1'absorbance a été mesurée

a 440 nm contre un blanc (Ile méme mélange réactionnel sans échantillon).

La quercétine a été utilisée comme standard pour la réalisation d’une courbe d’étalonnage,
avec une gamme de linéarité allant de 0 a 140 pg /mL et suivant le méme protocole expérimental

(Adedapo et al., 2008)
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Expression des résultats

Le contenu en flavonols totaux est exprimé en microgrammes d'équivalents de la
quercétine par milligramme d’extrait sec (ug QE /mg d'extrait), conformément a I’équation de

régression linéaire de la courbe d’étalonnage (R = 0,9998).
2.7 Détermination des saponines totales
Principe

Le principe de détermination des saponines totales est établi sur la base de la réaction
d'oxydation des saponines en présence de vanilline. L’agent oxydant au cours de cette réaction
est l'acide sulfurique. Cette réaction est caractérisée par le développement d'une coloration
violette proportionnelle a la quantité de saponines présentes dans I'extrait sec (Hiai et al., 1975;

Hiai et al., 1976).
Protocole expérimental

Tout d'abord, 1 mg de 1'extrait sec de chaque champignon étudié est dissous dans du
méthanol aqueux a 80 %, a partir de ce mélange nous avons pris 0.25 mL que nous avons ajouté
a 0,25 mL du réactif vanilline 8% (p/v) dans I'éthanol (8 g de vanilline /100 ml d'éthanol).
Ensuite, 2,5 mL d'acide sulfurique a 72% ont été ajoutés et bien mélangés mais tous doucement.
Le mélange réactionnel est placé dans un bain-marie ajusté a 60 °C pendant 10 min, puis

refroidis dans un bain-glacé pendant 15 min.

La densité optique a été¢ mesurée a 544 nm contre un blanc qui contient tous les réactifs

précédemment décrits sauf que I’extrait est remplacé par le méthanol aqueux a 80 %.

La diosgénine a été utilisé comme étalon de référence a différentes concentrations (0 a

400 pg/ml) dans les mémes conditions opératoires.
Expression des résultats

La teneur de saponine est exprimée en microgrammes d'équivalents de diosgénine par
milligramme d’extrait sec (ug de DAE/mg d'extrait) calculé a partir de la courbe standard

(R?=0,9976).
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2.8 Détermination des triterpénoides totaux
Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la réaction d’oxydation des triterpénoides en

présence de la vanilline, en milieu acide (Xiang et al., 2001; Liu et al., 2005).
Protocole expérimental

L’extrait sec de chaque champignon est convenablement dissous dans 1'éthanol a une
concentration prédéterminée (Img/mL). On a ajouté successivement a 200 uL de cette
préparation, 300 pL de vanilline/acide acétique glacial (5 % p/v) (5 g de vanilline /100 ml

d'acide acétique glacial) fraichement préparés et 1000 pL d'acide perchlorique.

Le mélange a ét¢ incubé pendant 45 min dans un bain-marie a une température de 60°C
dans 'obscurité. Puis il a été refroidi dans un bain de glace et 5 ml d'acide acétique glacial ont
¢été ajoutés. L'absorbance a été mesurée a 548 nm contre un blanc (Fan & He, 2006; Chen et

al., 2007).

Le standard et le blanc ont été préparés et analysés dans les mémes conditions opératoires,
a l'exception de 200 pul d'acide ursolique a différentes concentrations (0 a 300 pg/ml). comme

controle positif et de 200 ul de méthanol pour le blanc.
Expression des résultats

La teneur en triterpénoides totaux est déterminée a partir de I’équation de régression

linéaire de la courbe d’étalonnage d’acide ursolique (R? = 0.9899).

Les résultats sont exprimés en microgramme ¢€quivalent d’acide ursolique par

milligramme d’extrait sec (ug EAU/mg d’extrait).
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2.9 Détermination des B-caroténe et lycopéne

Principe

La teneur en B-caroténe et en lycopene des différents extraits des champignons étudiés a
été évaluée selon la procédure décrite par Nagata & Yamashita, (1992). Il s’agit d’une

méthode simple et rapide qui utilise les propriétés spectrales spécifiques des caroténoides.
Protocole expérimental

Une quantité¢ de 10 ml d'acétone-hexane (4:6 v/v) a été ajoutée a 100 mg de I'extrait.
Ensuite, il a été agité pendant 1 minute, puis filtré via un papier Whatman N°4. L'absorbance
des filtrats a été mesurée a différentes longueurs d'onde : 453nm, 505 nm et 663 nm, (Barros

et al., 2007; Robaszkiewicz et al., 2010)
Expression des résultats

Les teneurs de B-caroténe et de lycopeéne ont été calculées en appliquant les équations

suivantes:
Lycopéne (mg/100 ml) = - 0,0458 Ase3 + 0,372 Asos - 0,0806 Ass3
p-Caroténe (mg/100 ml) = 0,216 Ass3 - 0,304 Asos + 0,452 A4s3

Les résultats ont été exprimés en pg de caroténoides /mg d'extrait sec.
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3 Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse (GC-MS)

Pour déterminer les composants bio-fonctionnels, on a procédé a une analyse GC-MS.
Nous avons déployé la chromatographie en phase gazeuse Brucker Scion en conjonction avec
un équipement de spectrométrie de masse, muni d'une colonne capillaire HP-5SMS (25 m x 0,250
mm, ¢épaisseur de la couche 0,25 pum). Les conditions instrumentales suivantes ont été
maintenues : La température du four a été maintenue a 70°C pendant 2 min, puis elle a été
portée a 285°C a une vitesse de 20°C/min, ensuite elle a été maintenue finalement pendant 20

min. Pour le chauffage de la ligne de transfert MSD, la température était de 285°C.

Les composants ont été séparés en appliquant de I'hélium comme gaz porteur a un débit
constant de 1,2 mL/min. Environ 1 pL d'échantillon d'extrait (4, 7, 8 et 10 mg/mL selon chaque
¢chantillons) a été injecté automatiquement (le rapport de division était de 2:1) en utilisant le
mode de division. Le GC était équipé d'un spectrometre de masse quadripolaire ; les parametres
MS étaient détaillés comme suit : Energie d'ionisation 70 eV, avec mode d'ionisation
¢lectronique (EI). Gamme de masses balayées : masse supérieure : 550 m/z et masse basse : 35

m/z.

Les spectres de masse des données de la bibliothéque NIST 2011 (National Institute of
Standards and Technology) ont été pris comme référence pour identifier les pics des composés.
Le pourcentage des constituants détectés a été calculé a l'aide d'un chromatogramme d'ions

totaux (TIC).
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Chapitre II1. Etude de toxicité (Test d’hémolyse)

Principe

L'extrait de chaque champignon étudi¢ a été testé sur des globules rouges humains (GR).

Le principe de la méthode adoptée dans le test de 1’effet hémolytique /n vitro consiste a
mettre en suspension des érythrocytes humains avec diverses concentrations d'extraits aprés
une période d'incubation a 37°C pendant 60 minutes. On mesure ensuite la fuite d'hémoglobine,
qui représente les éclats de globules rouges. Le développement d'une coloration rouge dans le
surnageant indique que l'extrait contient au moins une substance hasardeuse. Une absorbance
plus élevée indique que I’ extrait testé a un potentiel hémolytique plus puissant (Bomford,

1980; Andra & Leippe, 1999 ; Lee et al., 2002 ; Yang et al., 2005; Li & Liu, 2008).

Conformément au critére établi par le standard ASTM E2524-08 (Méthode d'essai
standard pour I'analyse des propriétés hémolytiques des nanoparticules) retirée et remplacée par
ASTM E2524-22 de 1'American Society for Testing and Material (ASTM), une procédure de
test pour l'analyse des propriétés hémolytiques des nanoparticules, elle rapporte qu'un
pourcentage d'hémolyse induite supérieur a 5% indique un risque de dommage sur les globules
rouge humaines (Choi et al., 2011; Halevas et al., 2021). Le seuil de 5% est retenu dans le

cadre de notre travail.

Protocole

Le test de l'effet hémolytique in vitro a été réalisé selon la procédure décrite par Yang et

al., (2005) et modifié par Li & Liu, (2008).

Les étapes de ce protocole passent par les étapes suivantes :

Solution tampon phosphate de potassium (PBS pH 7,4 +0,2)

Des solutions de (NaHPO4 10 mM), (KH2PO4 1.76 mM) et (KCI 2,7 mM) ont été
soigneusement mélangé, ensuite une solution du (NaCl 137 mM) est additionnée afin d’obtenir
une solution isotonique (iso-saline) pour un volume d’1 L, le pH est ajuster a 7,4 + 0,2 (Mohan,

2003).
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Préparation de globules rouges humains (HRBC)

>

>

>

Le sang humain a été obtenu de manicre aseptique a partir d'un donneur en bonne santé, sur
tube héparinisé, ensuit centrifugée (2500 rpm pendant 10 min).

Le culot est lavé trois fois, chaque fois apres élimination de surnageant avec un volume égal
de solution PBS.

Le volume des cellules lavées (suspension €rythrocytaire) a été mesuré et reconstitu¢ sous
forme de suspension diluée 20 fois en utilisant la solution PBS (5% v/v) pour obtenir un

hématocrite de 2%.

Préparation des extraits

Les différentes concentrations des divers extraits des champignons testés ont été

convenablement dissous dans du PBS (pH 7,4 + 0,2). Quatre concentrations ont été testées, soit

pour le control positif soit pour chaque extrait.

Mise au point de test de I’hémolyse in vitro

>

Dans des tubes a hémolyse, 10 uL mesurés avec précision a différentes concentrations de
chaque extrait expérimental dissous dans du PBS (0,25, 0,5, 1 et 2 mg/mL) ont été mise en
contact avec 990 pL de suspension érythrocytaire diluée a 5% (diluée 20 fois) précédemment
préparée.

Incubés les tubes dans un incubateur agitateur pendant 60 min a 37 °C.

Apres incubation, 250 uL de chaque essai (0,25, 0,5, 1 et 2 mg/mL) ont ét¢ doucement
mélangés avec 750 uL de PBS.

Puis la réaction est arrétée avec un bain glagon avant d'étre a nouveau centrifugés pendant
10 min a 2 500 rpm.

Afin de déterminer la fuite d’hémoglobine, I'absorbance de surnageant a ét¢ mesurée a 548
nm contre un blanc contenant du PBS.

L'hémolyse compléte (contrdle positif) a été préparée en mélangeant 950 uL d'eau distillée
avec 50 pL de suspension érythrocytaire non diluée (en absence d’extrait), en respectant les
mémes conditions et les mémes démarches expérimentales

Dans le méme dispositif expérimental, la lyse spontanée (contrdle négatif) est préparée par
le mélange de 1500 uL. de PBS avec 500 puL de suspension érythrocytaire (en absence

d’extrait).
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Expression des résultats
Le pourcentage d'hémolyse a été évalu¢ comme suit :
Pourcentage d'hémolyse (%) = [(A1-Ao)/(A2-Ao) x 100], ot :
Ao est l'absorbance de la lyse spontanée ou du controle négatif,
A1 est l'absorbance de la lyse de 1'échantillon (I’extrait),
A2 est I'absorbance de la lyse maximale ou de I'hémolyse totale.

Toutefois, la protection (%) = 100 - [Pourcentage de lyse (%)].

Chapitre IV. Etude des activités biologiques

1 Recherche de ’activité antioxydante

La détermination de l'activité antioxydante in vitro des extraits a été effectuée par des
tests DPPH, ABTS, FRAP et CAT. L'acide ascorbique a été choisi comme contrdle positif pour
la comparaison de son activité par rapport a celle des extraits dans les essais DPPH et FRAP.
La capacité antioxydante totale CAT est évaluer a travers une gamme d’étalonnage de l'acide

ascorbique.
1.1 Capacité antioxydante totale (Test de phosphomolybdate)
Principe

En présence d’un agent antioxydant, ou éventuellement de 1'extrait, le molybdéne Mo
(VI) (MoO4*) est réduit en molybdéne Mo (V) (MoO?"), en milieu acide, cette réduction
engendre la production d'un complexe vert (phosphate/Mo>") (Prieto et al., 1999).

Protocole expérimental
Le protocole suivi dans notre étude a été décrit par Alam et al., (2013) :

» Tout d'abord, le réactif (TAC) a été préparé en mélangeant trois volumes égaux de trois
solutions: Acide sulfurique 0,6 M (H2SOs), phosphate de sodium 28 mM (NazPOs), et
molybdate d'ammonium 4 mM ((NHs) 6M07024. 4H20).

» Ensuite, 1 mL de ce réactif (TAC) a été combiné dans un tube avec 100 pL d'extrait qui a

été préparé a une concentration de 1 mg/ml (1 mg d'extrait sec convenablement dissous

dans 1 mL d'eau distillée ou de DMSO a 5 % pour les extraits Hx et DCM).
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» Le blanc contenant 1 mL de la solution de réactif mélanger avec 100 uL. de méthanol,
incubé dans les mémes conditions.

» Les tubes ont été partiellement bouchés, ensuit ils ont été incubés dans un bain-marie a
95°C pendant 90 minutes, aprés refroidissement a température ambiante, I'absorbance des
solutions a été mesurée a 695 nm.

» L'acide ascorbique (de 0,046 a 1,485 pg/ml), dans les mémes conditions que 1'échantillon,
a ¢t utilis€é pour établir la courbe d’étalonnage permettant d'estimer la capacité

antioxydante de 'extrait.
Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en ug d'équivalents d'acide ascorbique par milligramme

d'extrait sec (ug EAA/mg d'extrait) & partir d’une courbe d’étalonnage (R? =0,9987).

1.2 Piégeage du radical DPPH*

Une technique spectrophotométrique largement utilisée dans 1’é¢tude de [Dactivité
antioxydante, la réduction d'une solution éthanolique de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle a été

utilisée pour évaluer l'activité de piégeage des radicaux libres.
Principe

Cette méthode est basée sur la réduction du DPPH® en présence des antioxydants que
renferment éventuellement 1’extrait (un composé donneur de proton). La couleur violette de
radical libre (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle) disparaitre rapidement en couleur jaune lorsque
qu’il est réduit en (diphényle picryl hydrazine) par un agent donneur d’hydrogéne a propriété
anti-radicalaire. Ce changement de couleur révele la capacité antioxydante de 1'extrait en
mettant en évidence son pouvoir a piéger les radicaux libres, ce qu’est démontré par une baisse

de I'absorbance a 517 nm (Blois, 1958).
Protocole expérimental

La méthode utilisée pour 1’évaluation du piégeage du radical DPPH par les extraits des

différents champignons étudiés est celle décrite par (Tefiani et al., 2016).
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» 25 uL d'extrait a des concentrations différentes (de 9,5 a 500 pg/mL) ont été ajoutés a 975
uL d'une solution éthanolique de DPPH (60 uM) fraichement préparé (2,365 mg de DPPH
est préparé dans 100 mL d’éthanol).

» Le contrdle positif (le standard) est préparé, en paralléle, en mélangeant 25 pL de 'acide
ascorbique a diverses concentrations avec 975 pL d'une solution éthanolique de DPPH (60
uM) fraichement préparé.

» Le blanc est préparé pour chaque concentration d’extrait ou de contrdle positif, en
mélangeant 25 pL. de chaque concentration avec 975 uL d’éthanol.

» Le controle négatif est préparé, en mélangeant 25 puL éthanol avec 975 pL d'une solution
¢thanolique de DPPH (60 uM) fraichement préparé, le blanc étant de 1’éthanol.

» Chaque mélange réactionnel a été agité et laissé réagir pendant 30 minutes a température

ambiante, dans 1'obscurité totale.

L'absorbance a été mesurée a 517 nm. Chaque expérience a été réalisée trois fois.

Expression des résultats

La formule suivante a ét¢ utilisée pour déterminer le pourcentage d'inhibition :

IP% = [(Ao-A1)/Ao x 100], ou :

IP% : le pourcentage de l'effet de piégeage du DPPH (pourcentage d’inhibition),

Ao : absorbance du controle négatif (ne contenant pas d'antioxydant).

A1 : absorbance de I'extrait ou du contrdle positif.

La valeur Clso, exprimée en (pg/mL) indique la concentration de I'échantillon d'extrait
capable d'inhiber 50% des radicaux libres DPPH, déterminée graphiquement a partir d’une
courbe de régression logarithmique ou linéaires des pourcentages d’inhibition en fonction de
diverses concentrations de 1’extrait testé. Un extrait plus puissant est un extrait dont la valeur

de Clso est plus petite.
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1.3 Piégeage du radical ABTS*"
Principe

L’obtention du radical ABTS®** résulte de 1'oxydation de I’ABTS stable avec le persulfate
de potassium ou le dioxyde de manganése ou méme l'enzyme de peroxydation en présence de
H»0,, avec le développement d'une coloration verte bleue. le passage du radical ABTS®" a la
forme non radicalaire, en présence d’un agent antioxydant (donneur d’hydrogene),

s’accompagne de la disparition de la couleur verte bleue (Miller et al., 1993; Re et al., 1999).
Préparation de la solution de radical ABTS**

La solution d'ABTS (7 mM) a été mise en réaction avec une solution aqueuse de persulfate
de potassium (2,45 mM), en volumes égaux. Ce mélange apres agitation est protégé de la
lumicre a température ambiante pendant une période d’incubation de 16 heures avant son
utilisation, pour former une solution de radical ABTS®*" exploitable, avec une absorbance de

0,700 + 0,02 & 734 nm.
Protocole expérimental

Le dosage du radical cationique ABTS®** [(acide 2,2'-azino-bis-3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique)] a été effectué conformément aux descriptions de (Abbou et al., 2022; Garrab et

al., 2019).

» Briévement, 10 pL de chaque extrait a différentes concentrations (09,37, 18,75, 37,5, 75 et
200 pug/mL) ont été soigneusement mélanger a 990 uL de la solution de radical ABTS®*
exploitable.

» Dans l'obscurité et a température ambiante, le mélange a été laissé réagir pendant 6 minutes
et 'absorbance a été lue a 734 nm contre un blanc (10 puL de I’extrait mélanger avec 990 uLL
de I’eau distillée).

» Le trolox et 'acide ascorbique ont été utilisés comme standard (contrdle positif), dans les
mémes démarches expérimentales.

» 990 uL de solution d'ABTS®" ont été mélangés a 10 pL d'eau distillée, pour réaliser le

controle négatif contre un blanc d'eau distillée.
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Expression des résultats

Le pourcentage de décoloration (pourcentage d'inhibition) pour chaque concentration a

¢té estimé a l'aide de 1'équation ci-dessous :

Effet piégeur ABTS*" (%) = [(AaBTs-As)/AasTs |x 100, ot :
As est I'absorbance de la solution contenant 1'échantillon ou le standard.
AaBrs est I'absorbance de la solution d'ABTS (le contrdle négatif).

La capacité de piégeage des radicaux libres a été exprimée en tant que Clso (ug/mL), qui
représente la concentration nécessaire pour piéger 50% des radicaux ABTS®', déterminée
graphiquement a partir d’une courbe de régression logarithmique ou linéaires des pourcentages
d’inhibition en fonction de diverses concentrations de 1’extrait testé. Une faible valeur de Clso

signifie que 1'extrait est tres efficace.
1.4 Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Principe

Un indicateur important de l'activité antioxydante d'une molécule est son pouvoir
réducteur lié a sa capacité a transférer des ¢électrons. Un type de réaction d'oxydoréduction est
la réaction de Fenton qui consiste a faire démarrer les processus de transformation du peroxyde
d'hydrogene (H2O2) par des sels métalliques (sel de fer) afin de produire des especes
radicalaires. Le radical hydroxyle, ou HO", qui est le deuxiéme oxydant le plus puissant dans la

nature, est typiquement formé a la suite de cette réaction (Oyaizu, 1986).

Cette méthode consiste a évaluer le pouvoir des antioxydants présents dans les extraits
testés des champignons, a réduire les ions métalliques de fer ferrique (Fe™), fournis par le
ferricyanure de potassium K3Fe(CN)g en fer ferreux (Fe™). Un pouvoir réducteur significatif

est mis en évidence par une augmentation de l'absorbance a 700 nm (Ilhami Giil¢in, 2006).
Protocole expérimental

Le pouvoir réducteur du fer des extraits a été¢ déterminé suivant le protocole expérimental

décrit par Bursal & Koksal, (2011).
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» 1 mL de I'échantillon a concentration variable (de 0,014 a 3,76 mg/mL) a été mélangé avec
2,5 mL d'une solution tampon phosphate 0,2 M (PBS, pH 6,6) et avec 2,5 mL d'une solution
de ferricyanure de potassium K3zFe(CN)g a 1% (p/v).

» Le mélange entier (pour chaque concentration) a été incubé a 50°C pendant 20 min, puis a
¢été refroidi a température ambiante.

» 2,5 mL d'acide trichloracétique a 10% (v/v) ont été¢ ajoutés pour acidifier le mélange
réactionnel et pour arréter la réaction. Puis les tubes ont été centrifugés a 3000 rpm pendant
10 min.

» Finalement, 2,5 mL du surnageant de chaque concentration ont été mélangés avec 2,5 mL
d'eau distillée et 0,5 mL d'une solution de chlorure de fer a 0,1% (p/v) (FeCls, 6 H20).

» L'absorbance du mélange réactionnel est mesurée a 700nm contre un blanc (eau distillée).
L'acide ascorbique a été utilis¢ comme contrdle positif dans cette méthode dans les mémes

conditions expérimentales.

Expression des résultats

La CEso (concentration efficace 50) a été calculée graphiquement pour chaque extrait a
partir de 1'équation d'une courbe linéaire des absorbances obtenues en fonction des différentes
concentrations de l'extrait testé. Elle correspond a la concentration de 1'échantillon testé pour
une absorbance de (0,5).

La valeur de la CEso en (ug/mL) qui correspond a la concentration en antioxydants,
nécessaire pour réduire 50% de la concentration initiale en ions ferriques, est un indice utilisé
pour comparer et exprimer le pouvoir des capacités réductrices des substances bioactives de
l'extrait.

L’augmentation du pouvoir réducteur de I’extrait est proportionnelle a I’absorbance. Plus
la valeur de la CEsg est faible, plus l'activité antioxydante (réductrice) de 1'échantillon testé est

élevée.
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2 Recherche de P’activité anti-inflammatoire

L'étude de l'activité anti-inflammatoire des extraits a été réalisée en utilisant la méthode
d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines et I’essai de stabilisation de la

membrane (Test d'hémolyse induite par la chaleur).
2.1 [Inhibition de la dénaturation thermique des protéines
Principe

L'activité anti-inflammatoire des extraits de champignons a été examinée en utilisant la
méthode d'inhibition de la dénaturation par réaction de 1'albumine. Le principe consiste a
I’inhibition de la dénaturation du BSA provoquée par la chaleur (Mizushima & Kobayashi,

1968).
Préparation du tampon Tris-HCI (pH : 6,6 4 6,8)

Constitué¢ par le mélange de deux préparations, la premicre consiste a faire dissoudre
1,22 g de Tris-HCI dans 200 ml d'eau distillée et la deuxieme 0,6 g de Tris basique (Tris-Base)

dissoudre dans 100 ml d'eau distillée.
Préparation du BSA 0.2 %

La solution de BSA 0.2 % est préparé dans le Tris-HCI.

Les deux solution Tris-HCl et BSA 0.2 % doivent étre conservé au froid positif.
Protocole expérimental

Ce test est réalisé selon le protocole décrit par Sakat et al., ( 2010).

» Dans des tubes a essais un mélange réactionnel composé de 1 ml de solution de BSA 40,2
% a été mélangé avec 1 ml de différentes concentrations de préparations d'extraits ou de
standard en utilisant le diclofénac de sodium (100 et 250 pg/mL).

» Une période d’incubation a 37 + 1 °C pendant 15 min.

» La dénaturation a été induite en chauffant le mélange réactionnel a 72°C au bain-marie

pendant 5 minutes, puis laissé refroidi.
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» Un blanc, pour chaque concentration d'extrait (ou de standard) est également réalisé par un
mélange de 1 mL d'extrait avec 1 mL de Tris-HCI. Le but de ce blanc est de soustraire
I'absorbance de I'extrait (ou de standard) des résultats obtenus.

» L'absorbance a été mesurée a 660 nm par spectrophotométre.

» Comme contrdle, un volume similaire d'eau distillée a été employ¢ avec de BSA 4 0,2 %,
dans les mémes conditions opératoires contre un blanc constitué¢ d'eau distillée et de Tris-
HCI.

» Le controle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés avec

le standard.
Expression des résultats

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la BSA a été déterminé a partir de la

formule suivante :

Inhibition de la dénaturation (%) = [(Acontrdle X Aéchantilion) / Acontrsle | X 100 ou :
A contréle 'absorbance du controle.

A échantillon 1'absorbance de I’extrait testé (ou de la standard).

2.2 Test de la stabilisation de la membrane érythrocytaire (Test d'hémolyse

induite par la chaleur)

L'hémolyse induite par la chaleur des globules rouges humains (HRBC) a été réalisée

comme décrit par Shinde et al., (1999) avec quelques adaptations Okoli et al., (2008).
Les préparations expérimentales

» Le sang a été lavé trois fois avec une solution tampon isotonique (PBS pH 7.4). Le culot de
globules rouges résultant a été reconstitué et mesuré avec (PBS pH 7.4) pour aboutir a une
suspension de (40% v/v).

» Les différentes concentrations des divers extraits des champignons testés (250, 500 et 1000
ug/ml) et de control positif (I’acide ascorbique) ont été convenablement dissous dans du

PBS (pH 7,4 = 0,2).
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» Les différentes concentrations de control positif (standard de référence), I’acide acétyle
salicylique et I’Indométhacine (un anti-inflammatoire non stéroidien, de groupe des

indoliques) ont été convenablement dissous dans du PBS (pH 7,4 + 0,2).
Protocol expérimental

» 2,5 ml de I'extrait ou de standard a doses progressives et 50 ul de la suspension
d'érythrocytes (40% v/v) ont été¢ mélangés doucement (en inversant le tube a essai).
» Dans le méme volume, le contréle négatif (PBS sans échantillon) est préparé suivant les
mémes démarches expérimentales.
» Deux séries des tubes ont été préparer :
v’ La premiére série de tubes, a été incubée dans un bain marie réguler a 54°C pendant
20 minutes.
v’ La deuxiéme série a été maintenu a une température entre (0°C a -5°C) dans un
congélateur pendant 20 minutes.
» Le mélange réactionnel a été centrifugé pendant 5 minutes a 5000 rpm.
» L'absorbance de la fuite d’hémoglobine du surnageant a ét¢ mesurée a 540 nm a l'aide
d'un spectrophotometre.

Expression des résultats

Le taux en pourcentage d'inhibition de I'hémolyse dans le test a été calculé a partir de la

formule suivante :

Inhibition de I'hémolyse (%) = 1-[ ((A2-A1)) / ((A3-A1)) x 100 |, ou :
A : absorbance de 1'échantillon (extrait ou standard) test non chauffé.
A2 : absorbance de 1'échantillon (extrait ou standard) test chauffé.

A3 : absorbance du controle négatif chauffé.
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3 Evaluation de DPactivité inhibitrice de 1'a-amylase-Recherche de D’activité

antidiabétique

En utilisant la méthode de l'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) adaptée par Bernfield, (1955)

et Steverson et al., (1984) avec quelques modifications.
Principe

Selon Bernfield, (1955), cette méthode consiste a estimer l'effet inhibiteur potentiel de
différentes doses de l'extrait sur l'activit¢ de l'a-amylase. Le substrat utilis€¢ est 1'amidon.
L'acarbose, molécule de référence dans l'inhibition de 1'a-amylase, a été utilisé comme contrdle

positif.

En milieu alcalin et a haute température, 1'oxydation des fonctions aldéhyde et cétone
libres des sucres provoque simultanément la réduction de l'acide 3,5 dinitrosalicylique (DNSA)
de couleur jaune-orange en acide 3-amino S5-nitrosalicylique de couleur rouge-orange qui
absorbe a 540 nm. L'intensité¢ de la coloration est proportionnelle a la quantité¢ de sucres

réducteurs présents dans le milieu réactionnel.
Préparation des solutions

« Solution tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9): 2,84 mg/ml de phosphate de sodium
dibasique et 2,4 mg/ml de phosphate de sodium monobasique avec 0,006 M de NaCl.

¢ Solution d'amidon (1%) : 1g d'amidon a été dissous dans 100 ml de PBS, sous agitation a
une température de 50-70°C.

« La solution d’enzyme a-amylase (E.C.3.2.1.1) a été préparée a 1,3 Ul/ml en milieu
réactionnel ce que correspond a la dissolution de 0.0064 g d’enzyme lyophilisée dans 20
mL du PBS.

« Le réactif coloré DNSA : l'acide 3,5-dinitrosalicylique (96 mM) a été ajouté a une solution

de tartrate de potassium sodique tétrahydraté (5,3 M) dissous dans du NaOH (2M)). Le

réactif obtenu est conservé a 1’abri de la lumiére et a 4°C.

L’optimum de I’activité catalytique est évalué a une température de 25°C pour un pH 6,9.
Ces solutions et le DNSA ainsi que les tubes ont été préférentiellement pré-incubés a 25°C

pendant 30 minutes.
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Protocole expérimental

>

Suivant le protocole décrit par Steverson et al., (1984) et Mezouar et al., (2021)

200 pL de solution enzymatique ont ét¢ mélangés avec 200 puL contenant des dilutions en
série de chaque extrait ou de l'acarbose (20-300 pg/ml), I’ensemble est agité et incubé
pendant 10 min a 25°C.

Ensuite, 200 pL de solution d'amidon (1%) ont été ajoutés au mélange, puis incubés pendant
15 min a 25°C.

Ensuite, 400 pL de réactif coloré DNSA ont été additionnés.

Apres cela, Le mélange a été placé pendant 5 min au bain-marie a 100 °C et ensuite déposé

dans un bain de glace provoquant un choc thermique conduisant a l'arrét de la réaction entre le

DNSA et le maltose.

>

Apres cette étape, les mélanges ont été dilués avec 1 ml d'eau ultrapure, 1'absorbance a été
mesurée avec un spectrophotomeétre a 540 nm.

Le blanc a été préparé en ajoutant 200 ul de chaque dose d'extrait (ou d'acarbose) avec 200
uL de PBS en suivant les mémes conditions expérimentales.

Le controle négatif (100% d'activité enzymatique) est constitué¢ de 200 pL de solution
tampon avec 200 uL d'amidon et 200 pL de solution enzymatique. Son blanc est constitué
de 400 pL de solution tampon phosphate avec 200 pL d'amidon, les mémes étapes

expérimentales ont été réalisées.

Expression des résultats

Le pourcentage d'inhibition a été calculé par la formule suivante :

I (OA)) = [(A controle négatif - A échantillon)/ A contréle négatif] x 100.

I (%) : pourcentage d’inhibition de I’enzyme a-amylase.

A contréle négatif : absorbance de contrdle négatif.

A échantillon : absorbance de 1’extrait ou de 1’acarbose (pour chaque concentration).
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La valeur Clso (concentration inhibitrice de 50%) en (ug/mL) a été défini comme la
concentration de 1'échantillon inhibant 50% de l'activité a -amylase, elle a été déterminée a
partir des équations des courbes de régression logarithmique des pourcentages d’inhibition en

fonction des concentrations des extraits.

4 Recherche de activité anti-hémolytique

L'effet anti-hémolytique des extraits des champignons testés est déterminé in vitro en
fonction d'un modele d'érythrocyte. Ce type de cellule est facilement isolable a partir du sang

et sa membrane possedent des caractéristiques similaires a celles des autres cellules.
Principe

Dans ce test, la résistance des érythrocytes prétraités avec les extraits de champignons a
l'attaque des radicaux libres a été évaluée par un systéme de test antioxydant basé sur 1'inhibition
de 1'hémolyse érythrocytaire induite par les radicaux libres. L’addition dans le milieu
réactionnel de molécules a activité antioxydante (éventuellement les extraits a tester) retarde
I’apparition de I’hémolyse. Le dichlorhydrate de 2,2,-azobis (2-amidinopropane) (AAPH) dont
la structure est ( CsH20CI2Np ) a été utilisé pour induire la chaine d'oxydation des radicaux libres

dans les érythrocytes en provoquant une hémolyse oxydative.

Le dichlorhydrate de 2,2,-azobis (2-amidinopropane) (AAPH) est un initiateur azoique
couramment utilisé dans les études biologiques, caractérisé par sa grande capacité a déclencher
des oxydations radicalaires et nucléophiles a température physiologique. Leur décomposition
produit des radicaux peroxyles, initiant la peroxydation des lipides. Ainsi, il oxyde les résidus

de méthionine et de tryptophane (Miki et al., 1987; Niki et al., 1988; Sugiyama et al., 1993).
Préparation de la solution AAPH

L'AAPH dissous dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) a un pH de 7,4
+ 0,02 avec une concentration finale de 50 mM, a été utilisé pour induire la chaine d'oxydation

des radicaux libres dans les érythrocytes.
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Les préparations expérimentales

» Dans les mémes conditions opératoires indiqué dans le test d’hémolyse ont été préparer, la
solution iso-saline de PBS (pH 7,4 & 0,2), ainsi la suspension érythrocytaire reconstitué avec
un hématocrite de 2%.

» Les différentes concentrations des divers extraits des champignons testés et de control positif
(I’acide ascorbique) ont été convenablement dissous dans du PBS (pH 7,4 £ 0,2).

» Quatre concentrations ont été testées, pour le control positif et pour chaque extrait.

Protocole expérimental

Suivant le protocole décrit par Dai et al., (2006) et Ramchoun et al., (2015).

» Tout d'abord, une suspension érythrocytaire a 2% d'hématocrite a été fraichement préparée.
Sur une microplaque 96 puits, les aliquotes de 20 pL de cette suspension érythrocytaire ont
¢été pré-incubés avec les différentes concentrations des extraits dissous dans du PBS a 37°C
pendant 15 minutes.

» L'attaque radicalaire a ét¢ induite par 1'addition de 200 mL d'AAPH (50mM).

» Afin de mesurer le plus précisément possible le temps de demi-hémolyse, la cinétique de la
disparition progressive des globules rouges ( la fuite d’hémoglobine) a été suivie pendant
cing heures d'incubation a 37°C en mesurant dynamiquement la diminution de 1'absorbance
a 620 nm, en utilisant un lecteur de microplaques toutes les 15 min (absorbance du
surnageant).

» Comme controle négatif, des érythrocytes dans du PBS avec de I'AAPH ont été employés
(absorbance d'hémolyse compléte) dans les mémes conditions opératoires .

» L'acide ascorbique a été utilisé comme agent anti-hémolytique de référence (control positif)

suivant les mémes démarches expérimentales.
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Expression des résultats
% Taux d"hémolyse (%)

Les pourcentages des taux d'hémolyse ont été calculé a partir de 1'équation suivante:
Hémolyse (%) = (A échantillon/ A controle négatif) x 100.

A ¢chantillon Absorbance du surnageant de 1’extrait ou de standard (control positif)

A contréle négatit Absorbance control négatif (Témoin ou hémolyse compléte).

% Temps de demi-hémolyse( HTso)

La résistance des globules rouges a l'attaque des radicaux libres a été exprimée par le
temps nécessaire a la lyse de 50 % des érythrocytes (temps de demi-hémolyse, HTso).
La concentration d'extrait corresponde a une inhibition de 50 % a été calculée a partir de la
courbe dose-réponse obtenue en tragant le pourcentage d'hémolyse en fonction des
concentrations d'extrait (Annex3).

Les résultats sont exprimés comme suit : (Moyenne HTso = EM, n= 3) (Lesgards et al.,

2005; Girard et al., 2006).

+» Le temps d'"hémolyse (AT)
Le temps différé d'hémolyse (AT), est calculé comme suit :
AT (min)= HTso(échantillon) - HTso(Témoin) ou :
HTso est le temps d'hémolyse a 50% (min) obtenu graphiquement a partir de la courbe

d'hémolyse (soit pour I'échantillon, soit pour le témoin) (Fig. 13) (Takebayashi et al., 2010).
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Figure 13 : Illustration schématique de la courbe d'hémolyse, (HTs0) et ( AT) (Takebayashi
et al., 2010)

Analyses statistiques

Tous les tests ont été effectués trois fois afin de déterminer leur reproductibilité. Les

résultats ont été donnés sous forme de valeurs moyennes (Moyenne = EM, n=3).

L'analyse statistique des différents résultats obtenus est déterminée par une analyse de
variance (ANOVA) a un facteur suivi du test post hoc de Tukey pour des comparaisons
multiples (comparaisons deux a deux de Tukey) avec un niveau de confiance de 95 %. Les
¢chantillons qui ne sont pas associés par la méme lettre sont considérés comme

significativement différents.

Les niveaux de signification des comparaisons effectuées par rapport au standard sont
déterminés par le test t a deux échantillons ( ns: p > 0.05 non significative), (*: p < 0,05
significative), (** p < 0,01 hautement significative) et (*** p < 0,001 trés hautement

significative).

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel Minitab 18.

Les courbes et les histogrammes ont été tracés a partir du logiciel Microsoft Office Excel

2019.
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Partie I : Etude de la biodiversité et inventaire des champignons

supérieurs de la wilaya de Tlemcen

La présente étude se concentre uniquement sur les espéces relevant aux ascomycetes et
aux basidiomycetes et appartenant aux Eumycétes ( y compris les Myxomycétes) car ils

possedent suffisamment de volume pour étre observés a I'ceil nu.
1  Analyse des prospections mycologiques

La nature imprévisible de la croissance fongique posseéde le principal défi au cours de
I’enquéte mycologique. La deuxiéme composante méthodologique qui détermine le résultat de
toute enquéte myco-écologique est la surface d'échantillonnage. Cette restriction particuliére a
I'étude des champignons a été évoquée, ce qui a nous conduit a choisir une approche réalisable
qui tienne compte du nombre de stations et de l'imprévisibilité des champignons, surtout
lorsqu'on constate qu’aucune recherche antérieure sur les habitats choisi dans notre étude n'a
¢té publiée. La fréquence des prospections différe d’une région a 1’autre, et cela dépend des
moyens et des capacités disponibles, la distance entre les sites est un facteur primordial.
L’objectif principale de notre travail été juste de rechercher et de confirmer 1’existence réelle
d’une espéce de champignon, les sites vallonnés et moins accessibles ont été moins prospectés.
L'uniformité¢ des fréquences de visite se répercute naturellement sur le nombre d'especes
recensées, mais cela n'est pas forcément applicable a toutes les stations, exemple d'El Aricha,
aussi les longues périodes de sécheresse ce qui rend tout sorties sur terrain inutile. Bien
¢videmment, le nombre d'espéces repérées reste en fonction de la période du développement du
champignon, la visibilit¢é des carpophores (leur taille, qui peut ou non étre repérable ou
détectable sur le terrain), de l'intensité des recherches, de la superficie investiguée lors de ces
prospections. Les variables biotiques et méme abiotiques ont une influence directe sur la
fréquence de ces especes par site et également par année. Par conséquent, nous ne sommes pas
en mesure de déterminer un lien définitif ou une corrélation nette entre la fréquence des relevés

effectués en milieux d’étude et le taux d'identification des especes.
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2 La répartition écologique et géographique

En effet, il est impossible pour un individu seul avec l'aide de quelques personnes
disposant de quelques heures de prospection, d'inventorier de maniere exhaustive des surfaces
importantes. Le choix du mode d'échantillonnage a été fait pour satisfaire au mieux les deux
objectifs recherchés, la nécessité d’un inventaire représentatif des especes et en particulier des

especes rares (évaluation patrimoniale) et l'autre, une analyse myco-écologique.

Les relevés ont été effectués sur les transects aléatoires présentant les meilleures chances
d'observer les especes. Les champignons présentes sur les sites peuvent étre assez bien
inventoriées par cette approche, y compris les especes rares, mais le degré de précision est
insuffisant pour une étude synécologique des especes, et il reste difficile de localiser les espéces

dans l'espace.
3 Répartition des cueillettes

La figure 14, présente le nombre de spécimen récoltés et identifiés par mois. On constate
que les cueillettes sont principalement achevées durant les saisons d’automne, d’hiver et de
printemps. Selon le Tableau 8, la fructification des champignons débute a partir des premiéres
pluies automnales. Le grand nombre des collectes enregistrées est en Décembre (25 spécimens),
Mars (14 spécimens), Janvier et Avril (12 spécimens) durant les conditions climatiques

favorables aux fructifications et aux développements des macromycetes.

Nous avons constaté que les champignons reconnus comme de bons comestibles dans la
région de Tlemcen tel que P. eryngii var ferulae fructifiant pendant 03 mois, A. campestris
pendant le mois de Novembre et Decembre, P. ostreatus n'a été observé que pendant le mois
de Décembre, la méme observation pour 7. claveryi durant Avril. Les especes avérées
potentiellement toxique voire méme mortel comme A. vaginata durant 04 mois, C.
speciosissimus a €té collecté pendant le mois de Janvier, heureusement dans des endroits isolés,
G. camerina pendant le mois de Fevrier. G. abietinum observé pendant 09 mois de I'année ceci

est dii principalement a leurs résistances a la dessiccation.
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Figure 14 : Répartition des macromycetes selon le nombre des especes identifier par mois

d’apparition.
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Tableau 8 : Diagramme phénologique des macromycetes dans les sites d’étude

Janvier | Février | Mars | Avril | Mai

Juin

Juillet

Aout

Septembre

Octobre

Novembre

Décembre

01 S. luridus

02 B. satans

03 S. granulatus

04 S.mediterrneensis

05 S. collinitus

06 S.bovinus

07 M.broomeianus

08 L.nuda _—-

09 L. sordida

10 T. pseudonictitans -

11 T. terreum

12 T. portentosum  var.
boutevillei

13 C. vibecina

14 C. odora

15 C. tuberosa

16

P. ostreatus




Partie expérimentale

Résultats et interprétations

17 P.cornucopiae

18 P. eryngii var ferulae H:H
19 H. chlorophana

20 H.piceae

21 M. acicula -
22 M. collinus

23 P. marcescibilis

24 C. xanthothrix

25 C. saccharinus

26 C. cinerea

27 P .foenisecii

28 C. comatus

29 A.campestris

30 A. subperonatus -
31 A. xanthoderma

32 A. bitorquis

33 A.vaginata

34 E. rhodopolium

35 V. pretense

36 B. plumbea

37 S.melanosperma
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38 A.molesta -
39 A. praecox

40 C. speciosissimus

41 G. spectabilis _
42 G. camerina

43 V. gloiocephalus

44 R. delica

45 A. auricula-judae

46 L hispidus

47 P. tuberculosus

48 T.versicolor

50 H.Leucomelaena

51 P. vesiculosa

52 T.claveryi

53 C. mediterranea

54 R. lacera

55 X. parietina

56 A. oerstedii
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4 Analyse de la diversité des spectres taxonomiques

Le présent travail expose un inventaire de 56 especes fongiques de Tlemcen. L'écart entre
le nombre d'especes recueillies et celles qui ont été identifiées est considérable, certaines
especes présentent de nombreuses difficultés dans leur identification (sosie presque parfait),
cette complexité est principalement due a la ressemblance entre les caractéres de reconnaissance
et a la difficulté de leur séparation. Les champignons subissent plusieurs changements de
couleur et de forme au cours de leur vie, ce qui nécessite une trés bonne observation et de

l'expérience dans le domaine. Les détails de cet inventaire sont fournis dans la figure 15, la

figure 16 et le tableau 9.

Carte des sites de collecte
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35
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Figure 15 : Carte des sites de collecte et de la localisation des cinq espéces nouvellement
découvertes en Algérie 1. Hygrophorus piceae ; 2. Agaricus subperonatus ; 3. Cortinarius
speciosissimus ; 4. Galerina camerina ; 5. Stropharia melanosperma
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Figure 16 : Photos des espeéces récoltées et identifiée dans 1’ensemble de la zone d’étude
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Figur(; 16 (suite): 15hotos des espécs ré

La différence entre le nombre d'espéces de basidiomycetes et d'ascomyceétes est
importante. Le plus remarquable est que les basidiomycetes dominent toujours (Fig. 17). Le
fait que, dans la plupart des cas, les carpophores des ascomycétes soient de petite taille les rend
difficiles a repérer et a observer (Kirk et al., 2001). Lors de nos prospections, nous avons
recensé des espéces comestibles, certaines ont des propriétés thérapeutiques, d'autres sont

toxiques voire mortelles.
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Figure 17 : Distribution des embranchements des champignons collectés a Tlemcen

La (Fig. 17) indique la distribution de la flore fongique selon les embranchements
mycologiques. 47 especes (87.5%) appartiennent au phylum Basidiomycota, 06 espéces
(10.7%) a Ascomycota, et une espece (1.8%) a Myxogastrea (une classe taxonomique du
phylum Amoebozoa). L’embranchements Basidiomycota (Fig. 18) et (Fig. 19) est plus
diversifiés, avec 7 ordres. L'ordre le plus riche en espéces collectées est celui des Agaricales,

avec 36 especes (64.3%).

r
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Figure 18 : Répartition des différents ordres des macromycetes collectés a Tlemcen
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Familles
Arcyriaceae
Teloschistaceae
Ramalinaceae
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Pezizaceae
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Cortinariaceae
Strophariaceae
Lycoperdaceae
Entolomataceae
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Marasmiaceae
Mycenaceae
Hygrophoraceae
Pleurotaceae
Tricholomataceae
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Figure 19 : Répartition des différentes familles de macromycétes collectés a Tlemcen

Les Boletales sont composées de 7 especes (ce qui représente 12.5% des champignons
observés). Les Hymenochaetales avec 2 especes (ce qui représente 3,6%) sont respectivement
observées dans dix et deux stations, les noms de ces stations sont bien indiqués dans le tableau
9. Les Russulales, Auriculariales, Polyporales, Gloeophyllales représentent 1,8% pour chacune

d'entre elles, avec un total de 04 especes trouvées dans trois stations.

Le phyllum de Basidiomycota inclut 22 familles, arrangées comme suit
Tricholomataceae représentée par 8 especes (14,3%), Psathyrellaceae et Agaricaceae
représentées par 05 espeéces avec un taux de 8.9% chacune, Suillaceae était représentée par 04
especes (7,1%), Pleurotaceae et Strophariaceae avaient 03 especes chacune (avec 5,4%) et
Boletaceae, Hygrophoraceae, Lycoperdaceae, Hymenogastraceae, et Hymenochaetaceae

avaient 02 especes pour chaque famille (avec un taux de 3,6% chacune).
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Enfin, Gloeophyllaceae, Polyporaceae, Auriculariaceae, Russulaceae, Pluteaceae,
Cortinariaceae, Entolomataceae, Amanitaceae, Marasmiaceae, Mycenaceae, et Paxillaceae sont
représentées par une seule espece (1,8%). Les Ascomycota présentent une faible proportion,
avec 03 ordres (Pezizales, Lecanorales, et Teloschistales) composés de 05 familles.
Helvellaceae a deux especes (3,6%), tandis que Pezizaceae, Cladoniaceae, Ramalinaceae, et
Teloschistaceae ont chacune une espece (1,8%), avec 06 espeéces trouvées dans quatre stations.
La classe des Myxomycetes est représentée par un seul ordre Trichiales dans cette étude, dont
une famille unique Arcyriaceae avec une seule espece ce qui donne un pourcentage de

représentation de 1,8% de ce travail et cette espece a été trouvé dans une seule station.

5 Répartition des statuts trophiques

Le type trophique détermine comment un étre vivant établit sa propre matiére organique.
Les champignons pour se développer ont besoin de substances é¢laborées par d’autres
organismes. Les trois grands modes de nutrition sont classé€s en: symbiose avec les racines des
arbres hotes, parasites aux dépens de la matiére vivante, saprotrophes sur de la matiére morte,
pour ce qui est de cette derniére catégorie on distingue les saprophytismes bryotrophes,

lignicoles, humicoles, muscicoles, coprophiles (Huart et al., 2015).

Les 56 espéces sont réparties en trois grands groupes de mode de vie : saprophytisme,
symbiose et parasitisme (Fig. 20). Le mode de vie le plus répandu est saprophytisme, présents
dans 33 especes (58.93%) suivie de symbiose et parasitisme, 19 especes (33.93%) et 4 especes
(7.14%) respectivement. Dans la globalité de cette étude, la répartition des différents modes de
vie des especes recueillies révele particulierement que les especes saprophytes sont les plus
répandues. Ceci est expliqué par la disponibilité de leur substrat dans les biotopes naturels et la

richesse en matiére organique notamment le bois mort.

é Parasitisme

V 7,14%
Symbiose
33,93%
Saprophytisme
58,93%

Figure 20: Distribution des especes par statuts trophiques
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6 Diversité et richesse des espéces fongiques a Tlemcen

La flore macro-fongique d'Afrique de 1'Ouest a été ¢tudi¢e par De Kesel et al. (2002) et
Aignon et al. (2021). Nous citons aussi les travaux de Ndong et al., (2011) pour I'Afrique
centrale, en plus des recherches réalisées par Patouillard, (1905); Patouillard, (1906);

Malencon, (1973); Haimed et al., (2013) et Nounsi et al., (2014) pour 1'Afrique du Nord.

Les premiers qui ont réalisées des études sur les macro-champignons dans le territoire
complet de I’ Algérie sont Bory de Saint-Vincent & Durieu de Maisonneuve (1846) alors que
I’étude la plus récentes a été réalisée par Keddad & Bouznad (2018). Mais il faut signaler qu’il
y a eu d'autres ¢études réalisées sur des partie de I’ Algérie telles que Dorleans, (1972) qui a
¢tudi¢ la forét de cedres de 1'Atlas Blideen de la région de Chréa, et I'étude menée par Lanier,
(1994) sur la forét de cedres de Djudjura, une autre étude de Nezzar-Hocine et al., (1998)
¢tudiant 48 genres, et pour la premiére fois en Algérie, quarante espeéces de champignons ecto-
mycorhiziens ont ét¢ observées. D’un autre c6té, un inventaire préliminaire des Russula
associés au chéne-liege en Algérie a été proposé par Chekireb et al. (2013) dans le Parc
National d'El-Kala. Une étude effectué par Boukerker & Boumedjane en 2018 sur les
champignons des foréts de cédres du Parc national de Belezma a permis d'inventorier 50 especes
de Basidiomycetes et 1 espece d'Ascomycetes. Dans une autre étude réalisée dans la région du
Babors de Kabylie (Nord de I'Algérie), 110 especes d'Agaricomycetes, appartenant a 72 genres,
ont été identifiées par Youcef Khodja et al. (2020).

L'environnement de Tlemcen est caractérisé par la grande diversité des écosystemes et le
climat méditerranéen, également caractéris¢ par une aridité croissante du Nord au Sud. La
distribution des espéces fongiques selon leurs modes trophiques est influencée par la nature et
l'age des peuplements (Hawksworth & Mueller, 2005), ¢galement le climat méditerranéen,
favorable a la fructification des macro-champignons (Ortega & Navarro, 2006) qui montre
une diversification remarquable des champignons. La répartition des champignons est toujours

influencée par des facteurs biotiques et abiotiques.

En raison de l'inventaire mycologique limité a Tlemcen, nous avons comparé nos résultats
avec les travaux réalisés par Maire, (1906a) sur les champignons d'Afrique du Nord, qui ont
¢été constatés dans les foréts de chéne-liege Quercus suber autour de la région de Tlemcen (Tirni,

Hafir, et prés de Tlemcen).
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Egalement, il est intéressant de signalé la description d'une espéce, Boletus tlemcenensis
Maire (actuellement nommé Leccinellum tlemcenense), décrite dans le travail réalisé par

Maire, (1906b) et Maire, (1909), dans ce travail, cette espece n'a pas été observée.

Au cours de la réalisation de cette étude, nous avons trouvé sur le site d'El-Aricha, la
fameuse truffe de désert 7. claveryi, connue pour son importance socio-économique et
médicinale. Leur présence dans cette zone est déja signalée par Maire dans son ouvrage

"Champignons d'Afrique du Nord" (Alsheikh, 1994).

La truffe et 1'dgaricus bitroquis, cités dans notre étude étaient déja connus comme
comestibles et consommés en grande quantité selon Maire, (1906a). A. campestris, P.
ostreatus, S. granulatus (sous le nom de B. granulatus) ont été observés a Réghaia par Maire,
(1927) et A. campestris a aussi été observé au Maroc Maire & Werner, (1937). 1l faut signaler
aussi que la variété P. eryngii var ferulea (Lanzi) qui a été collectée dans notre étude dans le
site cotier de Ghazaouet, a été signalée par Maire, (1906a) comme étant une variété consommeée

et vendue dans les marchés de Ain-Sefra (wilaya de Naama).

Melanogaster broomeanus Berk (1843), collectée dans cette étude dans 03 stations, n'a
¢été indiquée que par Maire, (1930) sans préciser le lieu exact de la récolte en Algérie. Les
genres Coprinus sp, Cortinarius sp, Peziza sp et Lycoperdon sp qui sont indiqués dans notre

¢tude ont été également observés par Maire, (1906a) dans les différentes régions de Tlemcen.

Aussi P. eryngii (désigné comme Pleurotus fuscus) a ¢ét¢ mentionné¢ dans la méme
recherche comme trouvé sur Eryngium campestre dans les prairies de Terni (wilaya de

Tlemcen). La méme espece a été notée comme comestible et trés abondante par Trabut, (1887).

Pour les Myxomycetes, une espéce du genre Arcyria (A. incarnata) a été observée sur le
bois pourri des arbres de Quercus suber pres de la forét de Hafir (Tlemcen) par Maire, (1906a),
alors que dans notre étude, 4. oerstedii a été trouvé prés du littoral & Ghazaouet. Les trois
especes de lichens observées dans notre étude sont mentionnées dans une actualisation de
l'inventaire des lichens d'Algérie par Ait Hammou et al., (2014). Dans une étude de diversité
des lichens de la forét de Hafir, au parc national de Tlemcen, la présence de X. parietina a été
signalée, tandis que C. mediterranea et R. lacera n'ont pas été mentionnés par Maazouz et al.,
(2022), alors que, dans une investigation des especes de lichens récoltées sur la cote oranaise,

X. parietina et R. lacera ont été relevés par (Bendaikha & Hadjadj-Aoul, 2016).
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Pour le genre Ramalina, dans le présent travail nous avons observé R. lacera alors que
deux especes R. usneoides et R. pusilla, ont ét¢ mentionnées par Bory de Saint-Vincent &
Durieu de Maisonneuve, (1846). Marasmius collinus mentionné¢ dans la présente étude,
considéré comme une espéce toxique, a été enregistré pour la premiere fois en Algérie (El Kala)
par Djelloul, (2014), de méme Coprinellus saccharinus a été signalé dans les jardins botaniques
d'El Hamma (Alger) et de Darguina (B¢&jaia). Phellinus tuberculosus a été observé a Darguina

(Béjaia) par Youcef Khodja, (2021).

7 Traitement taxonomique des nouveaux records a I’échelle nationale

Basé sur une recherche intensive de la littérature, les résultats de cet inventaire sont
comparés aux especes mentionnées dans le catalogue réalisé par Keddad & Bouznad,(2018),
le premier inventaire sous la forme d'un travail de recherche décrivant tout ce qui a été rédigé
sur la flore fongique algérienne depuis 1799 et enregistrant par conséquent 2105 espéces. Ainsi,
les études menées par Dorleans, (1972); Nezzar-Hocine et al., (1996); Nezzar-Hocine et al.,
(1998); Djelloul et al., (2010); Chekireb et al., (2013); Benazza-Bouregba et al., (2016);
QOuali et al., (2016); Boukerker & Boumedjane, (2018); Aouali et al., (2018); Youcef
Khodja et al., (2020); Benfriha et al., (2020); Aouali, (2021) et Mesfek et al., (2021) et les
théses préparer par Adoune, (2011); Mesfek, (2014); Djelloul, (2014); Kadi-Bennane,
(2016); Benazza-Bouregba, (2017) et Youcef Khodja, (2021). Plus les travaux de Bory de
Saint-Vincent & Durieu de Maisonneuve, (1846); Saccardo & Roumeguére, (1885);
Patouillard, (1897); Patouillard, (1902); Patouillard, (1905); Maire, (1905) ; Maire,
(1906a); Patouillard, (1906); Maire, (1914; Maire, (1927) et Maire, (1928). En ce qui
concerne les lichens, ce sont principalement les travaux de Werner, (1955); Ait Hammou et

al., (2014); Amrani et al., (2015) et Amrani et al., (2018).

Il faut signaler que durant la période d'étude, les prospections ont été effectuées sur les
quinze sites, et apres la synthése de la littérature scientifique, aussi la recherche dans les études
précédentes a été faite avec les noms scientifiques actuels ainsi qu'avec leurs synonymes

répertoriés dans la base de données Index Fungorum.

Enfin, et apres les étapes d'identification et de comparaison avec les différents guides
reconnus dans ce domaine et aprés des recherches dans des études complémentaires, nous
pouvons conclure qu'il s'agit de cinq especes des macromycetes enregistrées pour la premiere

fois en Algérie par la présente étude, représentées dans la figure 21.
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1l s'agit de Agaricus subperonatus (Fig. 21A) ; Cortinarius speciosissimus (dont le nom
actuel est Cortinarius rubellus) (Fig. 21B) ; Galerina camerina (Fig. 21C) ; Hygrophorus
piceae (Fig. 21D) ; Stropharia melanosperma (Fig. 21E). Ces espéces n'ont jamais été

signalées en Algérie Souna et al., (2023).

7.1 Agaricus subperonatus (J.E. Lange) Singer, (1951)

Nom actuel : Agaricus subperonatus (J.E. Lange) Singer, (1951). Basionyme : Psalliota
hortensis f. subperonata J.E. Lange, (1921). Synonymie : Psalliota subperonata (J.E. Lange)
J.E. Lange, (1940). Position dans la classification : Agaricaceae, Agaricales,

Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi.
Sources I'identification : (Bon, 2004 ; Gerhardt, 2008 ; Courtecuisse & Duhem, 2013b).

Biotopes et caractéristiques écologiques : (Fig. 21A), saprobique, dans les foréts, pelouses,
prairies, jardins et parcs (riches en humus), souvent en petits groupes. Chapeau : Taille : 5 a
10 cm de diamétre. Forme : Charnu, plus ou moins sub-squamuleux, avec des écailles sombres
souvent peu claires, la surface se décompose en €cailles brunes pressées sur un fond blanc créme
pale. Sphérique au départ, elle devient ensuite largement convexe ou presque plate a maturité.
Couleur : gris blanchatre ou brun fauve a ocre pale. Marge : fibrillée et plus ou moins
appendiculaire. Lamelles : libres, d'abord blanches, puis deviennent rose grisatre et enfin brun
foncé. Tige : (5 a 8 (occasionnellement 12) cm de long % 2 a 2,5 cm de diametre), blanche a
creme. Lisse, cylindrique, parfois un peu clavée ou un peu massue. La partie inférieure du stipe
et le bord de I'anneau sont souvent mouchetés de fragments de voile partiel brun. Voile partiel
: blanc, fugace, membraneux, rapidement effondré contre le stipe. Anneau : brunitre,

pelucheux, doublé vers la base.

Chair : la chair du chapeau est blanche puis devient rose péle, car la chair du pédoncule, d'abord
blanche, devient rose ou rougeatre, en particulier pres de la base. Odeur est fruitée mais parfois
désagréable. Sporée : brun foncé. Caractéristiques microscopiques : Les spores mesurent

5,5-8 X 4,5-6 um, d'elliptiques a ovoides.

7.2 Cortinarius speciosissimus Kiithner & Romagn. (1953)

Nom actuel : Cortinarius rubellus Cooke, (1887). Synonymie : Telamonia rubella (Cooke) A.

Blytt, (1905) ; Cortinarius speciosus J. Favre, (1948) ; Cortinarius orellanoides Rob. Henry,
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(1937) ; Dermocybe orellanoides (Rob. Henry) M.M. Moser, (1953) ; Cortinarius orellanoides
var. speciosissimus Consiglio, (2003). Position dans la classification : Cortinariaceae,

Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi.

Sources de l'identification : (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006;
Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Redeuilh et al., 2015;
Eyssartier & Roux, 2017; Gminder, 2019).

Biotopes et caractéristiques écologiques : (Fig. 21B), sur sol acide, parfois méme sur sol
tourbé, sous les coniferes. Chapeau : Taille : jusqu'a 8 cm de diamétre ; Forme : d'abord
conique puis un peu aplati avec un mamelon, feutré, fibrillé, brun vif ou brun rougeatre a brun
orang¢ ou orange-fauve, la marge, enroulée qui devient fissurée quand elle est vieille. Lamelles
: libres a émarginées, espacées, larges, brun rouille vive a brun orange ou brun rougeatre vif.
Tige : (jusqu'a 12 cm de long x 0,5 a 1,5 cm de large), fibrillée, 1égérement massue a la base,
d'abord roussatre ochracé puis rapidement brun rougeatre, tachetée de jaune roussatre. Voile et
cortine : cortine fugace de couleur ocre-jaune puis faisant place a une sorte de voile qui forme
des bandes ou des taches plus ou moins fins jaunes clairs a jaune, évidentes vers le milieu du
stipe. Anneau et volve : inexistants. Chair : jaune créme a brun rougeatre, fongant vers la

rouillevers la base avec 1'age. Odeur, elle rappelle un peu celle du radis.

Sporée : brun rouille. Caractéristiques microscopiques : Les spores mesurent 7,5-11,5 X 6,5-

9 um, généralement subglobuleuses a globuleuses, verruqueuses.

Commentaire: connu sous le nom de webcap mortel, trés beau, trés remarquable, superbe.
Hautement toxique et mortelle, elle contient de la toxine orellanine, qui provoque des lésions

des reins et du foie.

7.3 Galerina camerina (Fr.) Kiihner, (1955)

Nom actuel: Galerina camerina (Fr.) Kiihner, (1955). Basionyme: Galerina camerina (Fr.)
Kiihner, (1955). Synonymie: Agaricus camerinus Fr., (1838); Hylophila camerina (Fr.) Quél.,
(1886) ; Naucoria camerina (Fr.) Sacc., (1887) ; Galera camerina (Fr.) Ricken, (1915) ;
Galerina pseudobadipes Joss., (1955).
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Position dans la classification: Hymenogastraceae, Agaricales, Agaricomycetidae,
Agaricomycetes, Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi. Sources de l'identification:

(Roux, 2006; Lamaison & Polese, 2013; Eyssartier & Roux, 2017).

Biotopes et caractéristiques écologiques : (Fig. 21C), essentiellement sur les débris pourris
et le bois décomposé des coniferes. Chapeau : Taille : jusqu'a 2 cm de diameétre. Forme :
Légerement strié, peu visqueux, brun ocre ou beige, puis changement de couleur vers le
blanchatre en s'asséchant et avec le temps. Lamelles : Adnées a sub-libres, plutdt serrées,
créme, puis jaune ocre, enfin brun rouille. Tige : (jusqu'a 5 cm de long x 0,1 a 0,3 cm de large),
brune a créme, couverte de fibrilles de voile blanc argenté chez les jeunes et de couleur miel
chez les adultes, avec une base brunissant. Voile : fibrilles de voile blanc argenté a miel.
Anneau : inexistant, pas de zone annulaire. Chair : Ochracée dans le chapeau a noiratre a la

base. Odeur : Iégérement farineuse avec un peu de verveine.

Sporée: ocre a rouille. Caractéristiques microscopiques : Les spores mesurent 6-8,5 x 3,5-5

um, elliptiques, il y a parfois un petit point dans certaines spores.

7.4 Hygrophorus piceae Kiihner, (1949)

Nom actuel : Hygrophorus piceae Kiihner, (1949). Position dans la classification :
Hygrophoraceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina,

Basidiomycota, Fungi.
Sources l'identification : (Bon, 2004; Roux, 2006; Eyssartier & Roux, 2017).

Biotopes et caractéristiques écologiques : (Fig. 21D), mycorhizien, en milieu marécageux
sous les épicéas, solitaire parfois méme grégaire. Chapeau : blanche. Taille : 1 a 6 cm de
diamétre. Forme : campanulée puis convexe, déprimée au centre, séche, a marge incurvée puis
relevée. Lamelles : adnées puis légeérement décurrentes, larges, parfois fourchues, blanches au
début, puis créme pale a jaune ros¢ avec l'age. Tige : (3 a7 cm de long x 0,5 a 1,5 cm de large)
parfois incurvée, pleine ou creuse, avec un revétement fibreux blanc cotonneux, lisse et
floconneux. Anneau ou voile : inexistants. Chair : blanche et molle. Odeur n'est pas
distinctive.Sporée : blanche. Caractéristiques microscopiques : Les spores mesurent 06-08
x 04-06 um, ellipsoides a ovales-elliptiques, inamyloides (non amyloides) avec le réactif de

Melzer. Réactions aux produits chimiques : pas de réaction avec le KOH sur la chair.
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7.5 Stropharia melanosperma (Bull.) Gillet, (1878)

Nom actuel: Stropharia melanosperma (Bull.) Gillet, (1878). Basionyme: Agaricus
melanospermus Bull. (1793). Synonymie: Agaricus melanospermus Bull. (comme
'mélanosperme'), (1793: Psalliota melanosperma (Bull.) P. Kumm. (1871); Geophila
melanosperma (Bull.) Quél. (1886): Psilocybe melanosperma (Bull.) Noordel. (1995)

Position dans la classification: Strophariaceae, Agaricales, Agaricomycetidae,
Agaricomycetes, Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi. Sources de l'identification:

Courtecuisse & Duhem, 2013b.

Biotopes et caractéristiques écologiques: (Fig. 21E), saprobique, sur pelouses, terrains
herbeux ou lisiéres de foréts herbeuses, solitaire ou juste en petits groupes. Chapeau : Taille :
jusqu'a 6 cm de diametre. Forme: d'abord hémisphérique-convexe puis devenant plat-convexe,
blanchatre a ocre pale ou gris-beige avec un léger centre jaunatre ; Le bord: droit. Lamelles :
étroitement adnées, ascendantes, concolores, blanchatres a gris pourpre trés pale quand elles
sont jeunes puis gris-violet a gris-noir. Tige : (3,5 a7 cm de long x 0,5 a 1 cm de large), blanche
a gris-beige, 1égerement brunie et ¢largie preés de la base, lorsqu'elle est vieille, creuse, au
sommet de l'anneau, grossiérement poudrée de blanc. Anneau : haut, charnu, blanc puis
brunissant par les spores, la surface supérieure est sillonnée. Chair : molle, charnue, fine,
blanche a jaune trés clair, a la coupe, elle reste inchangée. L'odeur est 1égérement désagréable

ou non distinctive.

Sporée: noir violacé foncé. Caractéristiques microscopiques : Les spores mesurent 10-13 x

06-08,5 um, fusiformes, ellipsoides a amygdaliformes.

Réactions chimiques : La couleur de la réaction au KOH est rose-orange clair.
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Figure 21 : Présentation des champignons supérieurs nouveaux records en Algérie :

(Fig. 21A) A. subperonatus; (Fig. 21B) C. speciosissimus (dont le nom actuel est C. rubellus);
(Fig. 21C) G. camerina; (Fig. 21D) H. piceae; (Fig. 21E) S. melanosperma.
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Tableau 9. Liste des champignons répertoriés a Tlemcen (Nord-Ouest de I'Algérie) avec enregistrement des nouveaux records.

Dénominations actuelles Sites de Synonymes dans les Sites dans les références Références (dans les recherches

collectes références précédentes)

Ordres, Familles, Genres

Sources d'identification

Boletales, Boletaceae, Boletus

Suillellus luridus (Schaeft.) | G.Z Boletus luridus Sch.: Fr. Atlas Tellien (Chréa) (Lanier, 1994) in (Nezzar-Hocine

Murrill, (1909) (Fig. 16-1) et al., 1998)
LD Boletus luridus J. C. Sch.: Afrique du Nord (Courtecuisse & Duhem, 2013b)

Fr.

Guides d'identification

(Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem,
2013b; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Gminder, 2019; Polese, 2019).

Boletus satanas Lenz,

(1831) (Fig. 16-2)

Gz
DY

Boletus satanas Lenz

Algérie

(Courtecuisse & Duhem, 2013b)

Guides d'identification

(Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Chavant, 2008; Gerhardt, 2008; Courtecuisse
& Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Gminder, 2019; Polese,

2019).

Boletales, Suillaceae, Suillus
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Suillus granulatus (L.)
Roussel, (1796) (Fig. 16-3)

G.Z N.D | Boletus granulatus Fr

Forét entre Réghaia et Alma

(actuellement Boudouaou)

(Maire, 1927)

Sl LS Boletus granulatus Fr Foréts coticres, Atlas blidéen (Dorleans, 1972)
TL HN Suillus granulatus (L.) Massif du Djurdjura (Nezzar-Hocine et al., 1996)
Roussel

Guides d'identification

(Bon, 2004; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013;
Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Polese, 2019).

Suillus mediterraneensis
(Jacquet. & J. Blum)
Redeuilh, (1992) (Fig.16-4)

GZ D.Y | Suillus mediterraneensis

HN S.T

Parc national d'El Kala (nord-est de

'Algérie)

(Djelloul, 2014)

Guides d'identification

(Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem,

2013b; Eyssartier & Roux, 2017).

Suillus collinitus (Fr.)
Kuntze, (1898) (Fig. 16-5)

G.Z N.D | Boletuscollinitus Atlas Tellien (Chréa) (Lanier, 1994) in (Nezzar-Hocine
et al., 1998)
ST LS . — : - -
Suillus collinitus Forét de M'Sila (wilaya d'Oran) (Benazza-Bouregba, 2017)
HN S.H | Suillus collinitus (Fr.) Subéraie de Darguina (Wilaya de (Youcef Khodja, 2021)

Kuntze

Béjaia)

Guides d'identification

(Bon, 2004; Roux, 2006; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Polese, 2019).

Suillus bovinus (L.)
Roussel, (1796) (Fig. 16-6)

B.H Suillus bovinus

Afrique du Nord

(Courtecuisse & Duhem, 2013b)

Guides d'identification

(Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Chavant, 2008; Gerhardt, 2008; Courtecuisse
& Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017).
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Boletales, Paxillaceae, Melanogaster

Melanogaster broomeanus | G.Z A.K | Melanogaster variegatus Algérie (sans préciser le lieu exact dela | (Maire, 1930)
Berk (1843) (Fig. 16-7, 8) DY var. Broomeianus Tul. récolte)
Guides d'identification (Arroyo et al., 2005; Eyssartier, 2018; Gminder, 2019).

Agaricales, Tricholomataceae, Lepista

Lepista nuda (Bull.) Cooke, | G.Z Rhodopaxillus nudus Atlas Blidéen et Teniet-cl-Had (Maire, 1914)
(1871) (Fig. 16-9) (Bull.) Maire (1913)
.2 Rhodopaxillus nudus Forét de cédres de Chréa (Atlas (Dorleans, 1972)
Blidéen)
T.B.H
Lepista nuda Subéraie de Brabtia (Adoune, 2011)

Peuplement mixte d’El Djer El Ouassaa

Lepista nuda Parc national d'El Kala (nord-est de (Djelloul, 2014)
1'Algérie)
Lepista nuda (Bull.: Fr.) Boussouf (Constantine) (Youcef Khodja, 2021)
Cooke
Guides d'identification (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem,

2013b; Lamaison & Polese, 2013; Lachaud et al., 2013; Lariviére & Miron, 2014a; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier &
Roux, 2017; Gminder, 2019; Polese, 2019; Phillips, 2021).
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Lepista sordida G.Z Lepista sordida Forét de M'Sila (wilaya d'Oran) (Benazza-Bouregba, 2017)
(Schumach.) Singer, (1951) (Schumach.) Singer, (1951)
(Fig. 16-10) Lepista sordida Subéraie de Darguina (Wilaya de (Youcef Khodja, 2021)
Béjaia)
(Schum.: Fr.) Singer

Guides d'identification (Bon, 2004; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013;
Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017).

Agaricales, Tricholomataceae, Tricholoma

Tricholoma pseudonictitans | L.S Tricholoma pseudonictitans | Massif du Djurdjura (Nezzar-Hocine et al., 1996)
Bon, (1983) (Fig. 16-11) Bon
Guides d'identification (P. Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Bon, 2004; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Eyssartier & Roux, 2017; Lamaison &
Polese, 2013).
Tricholoma terreum G.Z Tricholoma terreum Forét de cédres de Chréa (Atlas (Dorleans, 1972)
(Schaeft.) P. Kumm., Blidéen)
(1871) (Fig. 16-12) B.O Tricholoma terreum (J.C. Massif du Djurdjura (Nezzar-Hocine et al., 1996)
Sch.: Fr.) Kummer
Tricholoma terreum (J.C. Subéraie de Darguina (Wilaya de (Youcef Khodja, 2021)
Sch.: Fr.) Kummer Béjaia)
Guides d'identification (Groves, 1981; Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse &

Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017).
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Tricholoma portentosum GZ Tricholoma portentosum Blida (Maire, 1914)

var. boutevillei Bon (1984) Tricholoma portentosum Massif du Djurdjura (Nezzar-Hocine et al., 1996)
(Fig. 16-13) (Fr.) Quél.

Guides d'identification (Bon, 2004; Roux, 2006; Chavant, 2008; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison

& Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Comandini et al., 2006; Phillips, 2021).

Agaricales, Tricholomataceae, Clitocybe

Clitocybe vibecina (Fr.)
Quél. (1872) (Fig. 16-14)

H.Z

T.B.H

Clitocybe vibecina

(Fr.: Fr.) Quelet

Afrique du Nord

(Courtecuisse & Duhem, 2013b)

Guides d'identification

(Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Eyssartier & Roux, 2017).

Clitocybe odora (Bull.) P.
Kumm., (1871) (Fig. 16-15)

H.Z Clitocybe odora Blida (Maire, 1914)

Clitocybe odora Massif du Djurdjura (Nezzar-Hocine et al., 1996)
T.B.H

(Bull : Fr.) Kumm.
B.S

Guides d'identification

(Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013;
Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Gminder, 2019; Polese, 2019; Phillips, 2021).

Agaricales, Tricholomataceae, Collybia

Collybia tuberosa (Bull.) P.
Kumm., (1871) (Fig. 16-20)

Gz

Microcollybia tuberosa

(Bull.:Fr)

Afrique du Nord

(Courtecuisse & Duhem, 2013b)

Guides d'identification

(Bon, 2004; Roux, 2006; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Gerhardt, 2008; Phillips, 2021).

115




Partie expérimentale

Résultats et interprétations

Agaricales, Pleurotaceae, Pleurotus,

Pleurotus ostreatus (Jacq.) | B.S Agaricus ostreatus Algérie (Saccardo & Roumegucere, 1885)
P. Kumm., (1871) Pleurotus ostreatus (Jacq.) | Alma (actuellement Boudouaou) (Patouillard, 1897)
(Fig. 16.16) BH Pleurotus ostreatus (Fr.) Forét entre Réghaia et Alma (Maire, 1927)

Quél. (actuellement Boudouaou)

Pleurotus ostreatus (Jacq.: | Parc national d'El Kala (Nord-Est de (Djelloul, 2014)

Fr.) Kummer 'Algérie)

Pleurotus ostreatus Subéraie de Darguina (Wilaya de (Youcef Khodja, 2021)

Béjaia) et Jardin Botanique d'El Hamma

(Jacq.) P. Kumm. (Alger)

Guides d'identification (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lachaud et al.,

2013; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Gminder, 2019; Phillips, 2021).

Pleurotus cornucopiae

(Paulet) Quél., (1885) (Fig.

16-17)

BS HZ

T.B.H

Pleurotus cornucopiae

Afrique du Nord

(Courtecuisse & Duhem, 2013b)

Guides d'identification

(Bon, 2004; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013; Lachaud et al.,
2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Polese, 2019).

Pleurotus eryngii var.
ferulae (Lanzi) Sacc.,

(1887) (Fig. 16-18, 19)

G.Z BH

ST DY

B.O SH

Pleurotus fuscus var.

ferulae (Lanzi) Bres.

-Sur les souches de Ferula longipes prés

de Ain-Sefra

-Vendu sur le marché d'Ain-Sefra

(Maire, 1906a)

Guides d'identification

(Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison &
Polese, 2013; Lachaud et al., 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Polese, 2019).
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Agaricales, Hygrophoraceae, Hygrocybe
Hygrocybe chlorophana G.Z Hygrophorus chlorophanus | Forét de cédres de Chréa (Atlas blidéen) | (Dorleans, 1972)
(Fr.) Winsche, (1877) (Fr.) Fr.
Hygrocybe chlorophana Subéraie de Darguina (Wilaya de (Youcef Khodja, 2021)
(Fig. 16-20) (Fr.) Wiinsche Béjaia)
Guides d'identification (Bon, 2004; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al.,
2015; Eyssartier & Roux, 2017; Phillips, 2021).
Agaricales, Hygrophoraceae, Hygrophorus
Hygrophorus piceae G.Z Nouveau record pour 1'Algérie

Kiihner, (1949) (Fig. 16-21)

Guides d'identification

(Bon, 2004;

Roux, 2006; Eyssartier & Roux, 2017).

Mycenaceae, Mycena: Mediu

m, little fleshy, not putrescible with thin and coriaceous stipe.

Mycena acicula (Schaefft.)
P. Kumm.,, (1871) (Fig. 16-
22)

GZ

Mycena acicula Algérie (Maire & Werner, 1937)

Guides d'identification

(Bon, 2004;

Roux, 2006; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Gminder,

2019; Phillips, 2021).

Agaricales, Marasmiaceae, Marasmius

Marasmius collinus (Scop.) | HZ N.D | Marasmius collinus Parc national d'El Kala (nord-est de (Djelloul, 2014)
Singer, (1942) (Fig. 16-23) 'Algérie)
Guides d'identification (Bon, 2004; Chaumeton, 2010; Eyssartier & Roux, 2017).
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Agaricales, Psathyrellaceae, Psathyrella

Psathyrella marcescibilis
(Britzelm.) Singer, (1951)
(Fig. 16-24)

GZ

Psathyrella marcescibilis

Afrique du Nord

(Courtecuisse & Duhem, 2013b)

Guides d'identification

(Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Eyssartier & Roux, 2017).

Agaricales, Psathyrellaceae, Coprinellus

Coprinopsis cinerea
(Schaeft.) (2001) (Fig. 16-
25)

GZ

Guides d'identification

(Eyssartier & Roux, 2017)

Agaricales, Psathyrellaceae, Coprinellus

Coprinellus saccharinus
(Romagn.) P. Roux, Guy
Garcia & Dumas, (2006)
(Fig. 16-26)

HZ G.Z

Coprinellus saccharinus

Subéraie de Darguina (Wilaya de
Béjaia) et Jardin Botanique d'El Hamma

(Alger)

(Youcef Khodja, 2021)

Guides d'identification

(P. Roux, 2006; Eyssartier & Roux, 2017).

Coprinellus xanthothrix
(Romagnesi) Vilgalys,
Hopple & Jacq. Johnson
(2001) (Fig. 16-27)

HZ G.Z

Coprinus xanthothrix

Romagn.(1941)

Subéraie de Darguina (Wilaya de
Béjaia)

(Youcef Khodja, 2021)

Guides d'identification

(Roux, 2006; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Eyssartier & Roux, 2017).
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Agaricales, Psathyrellaceae, Panaeolina

Panaeolina foenisecii
(Pers.) Maire, (1933) (Fig.
16-28)

GZ

DY

Panaeolina foenisecii

Algérie

(Malencon & Bertault, 1970) in
(Keddad & Bouznad, 2018)

Panaeolus foenisecii Fr.

(Pers.) Schrot.

Parc national de Chréa

(Youcef Khodja, 2010)

Guides d'identification

(Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem,

2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017).

Coprinus comatus (O.F. H.Z Coprinus ovatus (Scheeff.) | Prés de Terni (Tlemcen) (Maire, 1906a)
Miill.) Pers., (1797) (Fig. Fr. Epicr
16-29)
Agaricus ovatus Schaeff.
Coprinus comatus (Miill.: Massif du Djurdjura (Nezzar-Hocine et al., 1996)
Fr.) Pers.
Coprinus comatus (Miill.. Peuplement mixte d’El Djer El Ouassaa | (Adoune, 2011)
Fr) Pers.
Coprinus comatus (O.F. Parc national d'El Kala (nord-est de (Djelloul, 2014)
Miill.: Fr.) Pers. 'Algérie)
Coprinus comatus Parc national de Belezma (Boukerker & Boumedjane, 2018)
Coprinus comatus (O.F. Subéraie de Darguina (Wilaya de (Youcef Khodja, 2021)
Miill.) Pers. Béjaia)
Guides d'identification (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem,

2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Gminder, 2019; Polese, 2019;
Phillips, 2021).
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Agaricales, Agaricaceae, Agaricus

Agaricus bitorquis (Quél.) G.Z D.Y | Agaricus bitorquis(Quél.) Hypogée ou semi-épigée, pres de (Maire, 1906a)

Sacc., 1887 (Fig. 16-30,31) | B.O Sacc. Kreider a Sidi-Khalifa
Agaricus bitorquis Jardin Botanique d'El Hamma (Alger) (Youcef Khodja, 2021)
(Quél.) Sacc.

Guides d'identification (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem,

2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Phillips, 2021).

Agaricus campestris L. G.Z Agaricus campestris Oasis Algériennes (Maire, 1906a)
(1753) (Fig. 16-32)
D.Y Agaricus campester Fr. Forét entre Réghaia et Alma (Maire, 1927)
(actuellement Boudouaou)
AK Agaricus campestris L.: Fr. | Parc national d'El Kala (nord-est de (Djelloul, 2014)
'Algérie)
Agaricus campestris L. Subéraie de Darguina (Wilaya de (Youcef Khodja, 2021)
Béjaia)
Guides d'identification (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem,
2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Gminder, 2019; Phillips, 2021).
Agaricus subperonatus (J.E. | G.Z Nouveau record pour 1'Algérie
Lange) Singer, (1951) (Fig.
16-33)
Guides d'identification (Bon, 2004; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013Db).
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Agaricales, Agaricaceae, Agaricus

Agaricus xanthodermus
Genev. (1876) (Fig. 16-34,
35)

Gz

Agaricus xanthodermus

Geneyv.

Parc national d'El Kala (nord-est de
'Algérie)

(Djelloul, 2014)

Guides d'identification

(Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015)

Agaricales, Amanitaceae, Amanita

Amanita vaginata (Bull.)

Lam., (1783) (Fig. 16-36)

N.D

Amanita vaginata

(Bull.: Fr.) Vitt.

Massif du Djurdjura

(Nezzar-Hocine et al., 1996)

Amanita vaginata (Bull.

:Fr.) Quél.

Subéraie de Darguina (Wilaya de
Béjaia)

(Youcef Khodja, 2021)

Guides d'identification

(Bon, 2004; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013;
Eyssartier & Roux, 2017; Polese, 2019; Phillips, 2021).

Agaricales, Entolomataceae, Entoloma

Entoloma rhodopolium (Fr.)
P. Kumm., (1871) (Fig. 16-
37)

L.S

H.Z

Entoloma rhodopolium

(Fr.)

Forét de cédres de Chréa (Atlas
Blidéen)

(Dorleans, 1972)

Entoloma rhodopolium

(Fr.) P. Kumm.

Subéraie de Darguina (Wilaya de
Béjaia)

(Youcef Khodja, 2021)

Guides d'identification

(P. Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh

et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017).
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Agaricales, Lycoperdaceae, Vascellum

Vascellum pratense (Pers.)
Kreisel, (1962) (Fig. 16-38,
39)

AK Lycoperdon hiemale Bull.

Dunes cotieres, La Calle (actuellement

El Kala)

(Bory de Saint-Vincent & Durieu
de Maisonneuve, 1846)

NiD Vascellum pratense (Pers.)

Krei.

Peuplement mixte d’El Djer El Ouassaa

(Adoune, 2011)

Guides d'identification

(Bon, 2004; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013; Eyssartier &

Roux, 2017).

Agaricales, Lycoperdaceae, Bovista

Bovista plumbea Pers.,

(1795) (Fig. 16-40, 41)

G.Z Bovista plumbea Pers. A proximité d'Alger (Montagne, 1838)
Lycoperdon plumbeum Algérie (Saccardo & Roumegucére, 1885)
Vittad.
Bovista plumbea Blida (Maire, 1914)
Bovista plumbea Pers.: Massif du Djurdjura (Nezzar-Hocine et al., 1996)

Pers.

Bovista plumbea Pers.:

Pers.

Parc national de Chréa

(Youcef Khodja, 2010)

Bovista plumbea Pers.:

Pers.

Parc national d'El Kala (nord-est de

'Algérie)

(Djelloul, 2014)

Guides d'identification

(Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015;

Eyssartier & Roux, 2017).
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Agaricales, Strophariaceae, Stropharia

Stropharia melanosperma
(Bull.) Gillet, (1878) (Fig.
16-42)

G.Z Nouveau record pour 1'Algérie

Guides d'identification

(Courtecuisse & Duhem, 2013b).

Agaricales, Strophariaceae, Agrocybe

Agrocybe molesta (Lasch)
Singer (1940) (Fig. 16-43,
44)

G.Z Pholiota dura (Fr.) Quel. Forest between Réghaia and Alma (Maire, 1927)

(currently Boudouaou)
T.L

Guides d'identification

(Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Eyssartier &
Roux, 2017; Phillips, 2021).

Agrocybe praecox (Pers.)
Fayod, (1889) (Fig. 16-45)

G.Z N.D | Agaricus praecox Pers., Forét entre Réghaia et Alma (Maire, 1906a)
Pholiota praecox (Pers.) (actuellement Boudouaou)
T.L Krast.

Guides d'identification

(Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem,
2013b; Lamaison & Polese, 2013; Eyssartier & Roux, 2017; Phillips, 2021).

Agaricales, Cortinariaceae, Cortinarius

Cortinarius speciosissimus
Kiihner & Romagn., (1953)
(Fig. 16-46)

H.Z Nouveau record pour 1'Algérie

Guides d'identification

(Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem,
2013b; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Gminder, 2019).
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Agaricales, Hymenogastraceae, Gymnopilus

Gymnopilus spectabilis G.Z Gymnopilus spectabilis Parc National de Chréa (Youcef Khodja, 2010)
(Weinm.) A.H. Sm., (1949) (Fr.) P.D. Orton
(Fig. 16-47) Gymnopilus spectabilis Parc National d'El Kala (Nord-Est de (Djelloul, 2014)
'Algérie)
Gymnopilus spectabilis Forét de M'Sila (wilaya d'Oran) (Benazza-Bouregba, 2017)
Guides d'identification (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Chavant, 2008; Gerhardt, 2008; Courtecuisse

& Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017).

Agaricales, Hymenogastraceae, Galerina

Galerina camerina (Fr.) G.Z Nouveau record pour 1'Algérie
Kiihner, (1955) (Fig. 16-48)
Guides d'identification (Roux, 2006; Lamaison & Polese, 2013; Eyssartier & Roux, 2017).

Agaricales, Pluteaceae, Volvopluteus

Volvopluteus gloiocephalus | G.Z Volvaria speciosa (Fr.) P. Tell et dans les environs d'Alger (Maire, 1916)
(DC.) Vizzini, Contu & Kumm.
Justo, (2011) (Fig. 16-49) L Volvariella gloiocephala Parc National d'El Kala (Nord-Est de (Djelloul, 2014)
'Algérie)
Volvopluteus gloiocephalus | Forét de M'Sila (wilaya d'Oran) (Benazza-Bouregba, 2017)

(DC.)

Volvopluteus gloiocephalus | Jardin Botanique d'El Hamma (Alger) (Youcef Khodja, 2021)
(DC.) Vizzini, Contu &

Justo

Guides d'identification (Roux, 2006; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Polese, 2019).
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Russulales, Russulaceae, Russula

Russula delica Fr. Forét entre Réghaia et Alma (Maire, 1927)
(actuellement Boudouaou)
Russula delica Fries (1838) | H.Z Russula delica Fr. Massif du Djurdjura (Nezzar-Hocine et al., 1996)
B.S Russula delica Parc National d'El Kala (Nord-Est de (Djelloul, 2014)
'Algérie)
Russula delica Fr. Peuplement mixte d’El Djer El Ouassaa | (Adoune, 2011)
Guides d'identification (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Redeuilh et al., 2015;

Courtecuisse & Duhem, 2013b; Eyssartier & Roux, 2017).

Auriculariales, Auriculariaceae, Auricullaria

Auricularia auricula-judae | H.Z Auricularia auricula-Judae | Bone (actuellement Annaba) et Alma (Patouillard, 1897)
(Bull.) Quél., (1886) (Fig. Berk (actuellement Boudouaou, wilaya de
Boumerdes)
L) Auricularia auricula-judae | Forét de cédres de Chréa (Atlas (Maire, 1927)
(Fr.) Berk. Blidéen)
Auricularia auricular-judae | Parc National d'El Kala (Nord-Est de (Djelloul et al., 2010)
(Bull.: Fr.) Wettst 'Algérie)
Auricularia auricula-judae | Parc National d'El Kala (Nord-Est de (Djelloul, 2014)
'Algérie)
Auricularia auricula- judae | Massifs des Babors (Nord-Est de (Youcef Khodja et al., 2020)
(Bull.) Quél I'Algérie)
Auricularia auricula-judae | Subéraie de Darguina (Wilaya de (Youcef Khodja, 2021)
(Bull.) J. Schrot. Béjaia) et Jardin Botanique d'El Hamma
(Alger)
Guides d'identification (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Roux, 2006; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison &

Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Gminder, 2019; Polese, 2019; Phillips, 2021).
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Hymenochaetales, Hymenochaetaceae, Inonotus

Inonotus hispidus (Bull.) P. | H.Z T.L | Xantochrous tinctorius Wilaya de Ouargla (Patouillard, 1897)
Karst., (1879) (Fig. 16-51) Quélet
Alger et Bone (actuellement wilaya
Xantochrous hispidus Fr. d'Annaba)
Guides d'identification (Bon, 2004; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Redeuilh et al., 2015).

Hymenochaetales, Hymenochaetaceae, Phellinus

Phellinus tuberculosus H.Z Phellinus tuberculosus Subéraie de Darguina (Wilaya de (Youcef Khodja, 2021)
Niemeld, (1982) (Fig. 16- (Baumg.) Niemeld Béjaia)
52)
Guides d'identification (Knudsen & Petersen, 2005b)
Polyporales, Polyporaceae, Trametes
Trametes versicolor (L.) H.Z Coriolus versicolor Blida (Maire, 1914)
Lloyd, (1921) (Fig. 16-53,
Coriolus versicolor (Fr.) Forét entre Réghaia et Alma
54)
Pat. (actuellement Boudouaou)
(Maire, 1927)
Trametes versicolor Parc National Belezma (Boukerker & Boumedjane, 2018)
Trametes versicolor (L.) Massifs des Babors (Nord-Est de (Youcef Khodja et al., 2020)
Lloyd 'Algérie)
Trametes versicolor (L.) Subéraie de Darguina (Wilaya de (Youcef Khodja, 2021)
Lloyd Béjaia)
Guides d'identification (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005b; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison

& Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Roux, 2017; Polese, 2019).
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Gloeophyllales, Gloeophyllaceae, Gloeophyllum

Gloeophyllum abietinum
(Bull.) P. Karst., (1882)
(Fig. 16-55, 56)

G.Z Lenzites abietinus (Bull.)
Fr.

Foréts des Aures (dans le Sgag,

actuellement Tazoult)

(Patouillard, 1903)

Gloeophyllum abietinum
(Bull. : Fr.) P. Karsten

Subéraie de Darguina (Wilaya de
Béjaia)

(Youcef Khodja, 2021)

Guides d'identification

(Schmidt, 2006; Gerhardt, 2008; Redeuilh et al., 2015).

Pezizales, Helvellaceae, Helv

ella

Helvella leucomelaena
(Pers.) Nannf (1941) (Fig.
16-57)

H.Z Helvella

leucomelaena(Pers.)

Afrique de Nord

(Courtecuisse & Duhem, 2013b)

Guides d'identification

(Bon, 2004; Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et

al., 2015).
Pezizales, Pezizaceae, Peziza
Peziza vesiculosa Bull., G.Z Peziza vesiculosa Bull. Bone (actuellement Annaba) (Steinheil, 1834)
(1790) (Fig. 16-58)

H.Z

Peziza vesiculosa
T.B.H

Forét de cédres de Chréa (Atlas
Blidéen)

(Dorleans, 1972)

Guides d'identification

(Chaumeton, 2010; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013b; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015;

Eyssartier & Roux, 2017; Phillips, 2021).
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Pezizales, Pezizaceae, Terfezia

Terfezia claveryi Chatin,

(1892) (Fig. 16-59, 60)

E.A Terfezia claveryi Chatin Ain-Sefra (vendu en quantité sur le
marché), Ben-Zireg, Nadma (steppes
sablo-argileuses). Le Khreider, a Sidi-

Khalifa (steppes sablo-argileuses).

(Maire, 1906a)

Terfezia claveryi Chatin Oasis de Laghouat

(Malengon, 1973)

Terfezia claveryi Chatin El Aricha, Benzirch, Ain Safra, Biskra,
Bou Saada, Chellala,Colomb Bechar,
Constantine, Laghouat, Oranais, Oued

Rhiou, Sidi Khalifa.

(Alsheikh, 1994)

Terfezia claveryi Chatin Ghardaia et Ouargla ( Nord du Sahara

(Bradai et al., 2014)

algérien )
Terfezia claveryi Stidia et Ksar Chellala (régions semi- (Zitouni-Haouar et al., 2014)
arides d'Algérie)
Terfezia claveryi Chelala El-Bayadh (Boufeldja et al., 2016)
Terfezia claveryi marchés locaux de Tiaret (Algérie) (Neggaz et al., 2015)

Guides d'identification

(Arroyo et al., 2005; Eyssartier, 2018; Gminder, 2019).
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Lichenes, Lecanorales, Cladoniaceae, Cladonia

Cladonia mediterranea P.A. Cladonia mediterranea Algérie (Faurel et al., 1951)
Duvign. & Abbayes, (1947) Duvign et Des Abb.
(Fig. 16-61) G.Z
Cladonia mediterranea Algérie (Burgaz et al., 2020)

DY P.A.Duvign. & Abbayes
Guides d'identification (C. Roux et al., 2017; Burgaz et al., 2020).
Lichenes, Lecanorales, Ramalinaceae, Ramalina
Ramalina lacera (With.) G.Z Ramalina evernioides Nyl. | Prés d'Alger (Flagey, 1896)
J.R. Laundon, (1984) (Fig.

D.Y Ramalina lacera (With.) Cote d'Oran (Bendaikha & Hadjadj-Aoul,

16-62, 63)

Laundon

2016)

Guides d'identification

(Whelan, 2011; Roux et al., 2017; Cannon et al., 2021).

Teloschistales, Teloschistaceae, Xanthoria

Xanthoria parietina (L.) Th.
Fr., (1860) (Fig. 16-64)

GZ

DY

Parmelia parietina (L.)

Ach.

Bone (actuellement Annaba)

(Steinheil, 1834)

Xanthoria parietina (L.)
Th. Fr.

Lac Oubeira (Parc national d'El Kala)

(Serradj et al., 2013)

Xanthoria parietina Th. Fr.

Forét de chénes de Bougous (Parc

National d'El Kala)

(Slimani et al., 2013)
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Xanthoria parietina (L.) Cote d'Oran (Bendaikha & Hadjadj-Aoul,
Th.Fr. 2016)
Xanthoria parietina (L.) Parc National du Djurdjura (Algérie) (Chaker et al., 2021)
Th. Fr.
Guides d'identification (Tiévant, 2001b; Whelan, 2011; Brodo, 2016; Roux et al., 2017; Allen & Lendemer, 2021).

Myxomycota, Trichiales, Arcyriaceae, Arcyria

Arcyria oerstedii Rostaf., G.Z Arcyria oerstedii Rostaf. Algérie (Ndiritu et al., 2009)
(1875) (Fig. 16-65, 66)
Guides d'identification (McNeil, 2019).

T.L : Tlemcen ; G.Z : Ghazaouet ; H.Z : Hafir and Zariffet ; T.B.H : Terny Beni Hdiel ; L.S : Lalla Setti ; D.Y : Dar Yaghmouracene ; S.H :
Souahlia ; N.D : Nedroma ; B.H : Bouhlou ; H.N : Honaine ; A.K : Ain Kebira ; B.O : Beni Ouarsous ; B.S : Beni Snous ; S.T : Souk Tlata ;
E.A : El Aricha
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Partie II : Etude myco-chimique et activités biologiques de
quelques especes des champignons supérieurs de la wilaya de

Tlemcen

Chapitre 1. Identification morphologique et extraction

1 Identification morphologique des espéces testées
La description de chaque espéce étudiée et analysée est présentée ci-dessous :

1.1 Pleurotus eryngii var. ferulae (Lanzi) Sacc. (1887):

Basionym: Agaricus ferulae Lanzi (1874). Nom actuel : Pleurotus eryngii (DC.) Quél., (1872).
Synonymie : Dendrosarcus eryngii (DC.) Kuntze, (1898).

Position dans la classification : Pleurotaceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes,

Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi.

Référence d’identification : (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005; Roux, 2006;
Chaumeton, 2008;; Courtecuisse & Duhem, 2013; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh et
al., 2015; Eyssartier & Pierre, 2017; Polese, 2019).

Biotopes et caractéristiques écologiques : (Fig. 22 A-B-C) (Fig. 23-A), apparemment terrestre,
pousse sur le sol, les prairies ou les terres incultes pres des racines de la plante Ferula sp (fenouil
géant), d'ou le nom de la variété. Ce champignon est bien connu le long de la cote, cependant
il n'est pas toujours présent partout ou l'on peut trouver sa plante hote. Chapeau : Taille :
jusqu'a 25 cm de diametre ; Forme : beige ou brun clair a gris-brun, légérement déprimé
(Iégerement omboné quand il est jeune), fissuré par temps sec, bord enroulé. Lames : blanc
créme ou beige, décurrentes, assez espacées. Tige : (2 a 5 cm de long x 1 4 2,5 cm de large),
excentrique, courbée, blanche a créme claire. Anneau ou voile : absent. Chair : tenace, blanche
avec une odeur acceptable. Sporée : blanche. Caractéristiques microscopiques : Mesures
des spores: (9,3) 10,5 - 12,9 (13,4) x (5,1) 5,3 - 6,6 (7,1) pum ; Me: 11,7 x 6 um ; Qe :2 ;
Ve :223 pm?; cylindrique.
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1.2 Suillus mediterraneensis (Jacquet. & J. Blum) Redeuilh, (1992)

Basionyme : Boletus granulatus var. mediterraneensis Jacquet. & J. Blum (1965). Nom actuel:
Suillus mediterraneensis (Jacquet. & J. Blum) Redeuilh, (1992). Synonymie : Boletus
mediterraneensis (Jacquet. & J. Blum) J. Blum, (1969).

Position dans la classification : Suillaceae, Boletales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes,

Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi.

Référence d’identification : (Gerhardt, 2008Courtecuisse & Duhem, 2013; Eyssartier &
Pierre, 2017).

Biotopes et caractéristiques écologiques : (Fig. 22 D-E-F-G-H-I) (Fig. 23-B) champignon
ectomycorhizien des pins a deux aiguilles, notamment sous Pinus halepensis. Chapeau : Taille
:52a12 cm ; Forme : d'abord hémisphérique puis devient convexe, la cuticule un peu collante
si elle est humide, initialement jaune puis jaune-brun a rouge-brun. Tubes : adnés, jaunes a
jaunes olivacés. Pores : jaunes a jaunes olivacés, de taille assez fine. Stipe : 5a 8 par 1 a3 cm,
cylindrique, blanchatre a jaune, couvert de nombreux gros points glandulaires plus abondants
dans la partie supérieure, fond souvent un peu rose-violet. Anneau ou voile : absent. Chair :
jaunatre, sans odeur distinctive. Mycélium : 1égérement rose. Sporée : brun a ocre.
Caractéristiques microscopiques : Mesures des spores : (9,1) 9,8 - 11,6 (12,2) x (2,9) 3,4 -
4.4 (4,7) um, Me : 10,7 x 4,1 pm ; Qe : 2,7 ; Ve : 93 um?®; elliptiques fusiformes.

1.3 Boletus satanas Lenz, (1831)

Nom actuel : Rubroboletus satanas (Lenz) Kuan Zhao & Zhu L. Yang, (2014). Synonymie :
Tubiporus satanas (Lenz) Maire, (1937).

Position dans la classification : Boletaceae, Boletales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes,

Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi.

Référence d’identification : (Bon, 2004; Knudsen & Petersen, 2005; Roux, 2006; Chavant,
2008; Chaumeton, 2008; Gerhardt, 2008; Courtecuisse & Duhem, 2013; Lamaison &
Polese, 2013; Redeuilh et al., 2015; Eyssartier & Pierre, 2017; Gminder, 2019; Polese,
2019).
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Biotopes et caractéristiques écologiques : (Fig. 22 J-K-L) Sur sols calcaires, bois de feuillus
en période chaude. Chapeau : Taille : 10 a 15 cm (selon la littérature, il peut atteindre plus de
25 cm) ; Forme : lisse et sec, convexe a plat-convexe, Gris mastic a rosatre ou olivatre,
bleuissant un peu sous la pression. Tubes : fins et jaunes. Pores rouges, rouge vif a jaune-
orange. Devient bleu avec les coups. Tige : 6 a 9 cm de hauteur sur 3 a 4 cm (au sommet), avec
trois zones de couleur : jaune citron a jaune dans la partie supérieure et inférieure, rouge rosé
au milieu, base renflée bulbeuse avec un réseau bien développé. Anneau ou voile : absent.
Chair : blanchatre ou jaune citron, une ligne rose sous la cuticule du chapeau, bleuissement a
la coupe. Odeur désagréable dans les vieux corps de fruits. Réactions des produits chimiques
: Le stipe a subi une réaction inamyloide sous I'effet de la solution de Melzer. Sporée : brun-
olive a brun. Caractéristiques microscopiques : Les spores mesurent 10-15 x 5,5-6,5 um,

elliptiques a sub-fusiformes.

1.4 Melanogaster broomeanus Berk. (1843)

Nom actuel: Melanogaster broomeanus Berk. [comme 'broomeianus'], (1843). Synonymie:
Melanogaster variegatus var. broomeanus (Berk.) Tul. & C. Tul. (1851) e Tuber moschatum

Sowerby (1814)

Position dans la classification: Paxillaceae, Boletales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes,

Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi.

Référence d’identification : (Arroyo et al., 2005; Eyssartier, 2018; Gminder, 2019).

Biotopes et caractéristiques écologiques : (Fig. 22 M-N-O-P-Q-R) et (Fig. 23-C)
champignon hypogé ou semi-hypogé, grégaire apparaissant généralement en de nombreux
groupes, leur forme varie de sub-globuleuse a irréguli¢re, avec des rhizomorphes courant en
surface (1 mm d'épaisseur), établissent une symbiose ectomycorhizienne, se trouvent sous les
especes arbustives Cistus albidus ou C. ladanifer. Pousse aussi bien dans les sols basiques que
dans les sols acides. Basidiocarpe : Taille (en diametre) : 1 4 5 cm (mais on peut trouver des
spécimens plus petits ou plus grands). Le péridium : lisse, quand il est jeune il est brun jaunatre,
et avec la maturité il a un aspect ferrugineux qui devient plus foncé, parfois noirci par le
frottement. Gléba : noiratre (comme le goudron), texture gélatineuse, avec des minces septas
blanches a jaune-orange, des cavités subpentagonales, qui constituent une veine caractéristique

et qui se liquéfient a maturité, avec une odeur douce et agréable, ressemble un peu a la noix.
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Sporée : violet foncé a violet noir. Caractéristiques microscopiques : Mesures des spores :
(7) 7,9 - 9,3 (10,3) x (4,7) 5,1 — 5,8 (5,9) um ; Me : 8,5 x 5,5 um ; Qe :1,6 ; Ve :134 um’;
ellipsoidales ou parfois ovales, avec un appendice fusiforme court et épais. Parois épaisses a

lisses, brun foncé.

Confusions possibles : avec Melanogaster variegatus, cette derniére espece observée sous
Quercus ilex dans le Moyen Atlas (Maroc), ¢galement en Europe, Algérie et Tunisie (Maire &

Werner, 1937).
1.5  Suillus collinitus (Fr.) Kuntze, (1898)

Basionyme : Boletus collinitus Fr. (1838). Nom actuel : Suillus collinitus (Fr.) Kuntze, (1898).
Synonymie : Suillus roseobasis (J. Blum) Groger, (1967).

Position dans la classification : Suillaceae, Boletales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes,

Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi.

Référence d’identification : (Roux, 2006; Bon, 2004; Courtecuisse & Duhem, 2013, Polese,
2019).

Biotopes et caractéristiques écologiques : (Fig.22 U-V-W) (Fig.23 D) ecto-mycorhizien, sous
les pins. Chapeau : Taille : Jusqu'a 10 cm ; Forme : hémisphérique a convexe, brun a chatain
foncé, la cuticule est visqueuse pendant le temps humide, elle est séparable. Tubes : adnés,
jaunes. Pores jaunes, de forme angulaire. Tige : 3 a 5 par 1 4 2 cm, jaune sur le dessus, jaune
clair a créme sur le dessous avec base du stipe rosatre, au sommet couvert de granulations
brunatres a blanchatres. Anneau ou voile : absent. Mycélium : rosatre. Chair : ferme, dans le
chapeau, blanche et jaune pour le reste. Pas de changement de couleur. Sporée : brun-ocre.
Caractéristiques microscopiques : Mesures des spores : (7,7) 9,1 — 10,6 (11,7) x (3,3) 3,6
—4,6(5)um;Me:99x4,2um;Qe:24; Ve:93 um?; fusiformes.

1.6 Tricholoma pseudonictitans Bon, (1983)

Nom actuel : Tricholoma pseudonictitans Bon, (1983). Synonymie : Tricholoma fulvum var.
pseudonictitans (Bon) Krieglst., (2001). Position dans la classification : Tricholomataceae,

Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi.
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Référence d’identification : (Bon, 2004; Comandini et al., 2006; Roux, 2006; Chavant,
2008; Chaumeton, 2008Courtecuisse & Duhem, 2013; Lamaison & Polese, 2013; Redeuilh
et al., 2015; Eyssartier & Pierre, 2017).

Biotopes et caractéristiques écologiques : (Fig. 22 S-T) mycorhizien, de taille moyenne, en
groupe, grégaire, parfois dispersé, sous les coniferes, rarement a feuilles persistantes. Chapeau
: Taille : 4 a 8 cm de diamétre ; Forme : convexe a plat avec, visqueux, brun fauve foncé a
brun rougeatre, plus pale sur le bord. Le bord : non cannelé, non strié. Les lames : adnées a
émarginées, serrées, blanches a créme puis ocre, tachées de roussatre a jaunatre (tachées de
rouge sur le bord en vieillissant). Tige : (3 a 10 cm de long x 0,8 & 1,5 cm de large), égale a
sub-¢égale, cylindrique ou un peu atténuée, blanchatre a créme jaunatre, pale au sommet,
couverte de fibrilles brunes ou rouges a la base. Anneau et voile : absence. Chair : fine,
blanche a créme (voire jaune) surtout a la circonférence de la tige, plutdt créme ailleurs. Jaunatre
seulement lorsqu'elle est grattée. L'odeur n'est pas distincte. Sporée : blanche.
Caractéristiques microscopiques : Les spores mesurent 5,5-8 x 4-6 um, elliptiques ou

ovoides, inamyloides avec le réactif de Melzer.

Assez proche de T. fulvum, mais T. pseudonictitans se trouve sous des coniféres et n'a du jaune

que sous le cortex du stipe et il faut le gratter un peu pour contrdler ce caractere.

1.7 Terfezia claveryi Chatin, (1892)

Nom actuel : Terfezia claveryi Chatin, (1892). Position dans la classification : Pezizaceae,

Pezizales, Pezizomycetidae, Pezizomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota, Fungi.
Références d'identification : (Arroyo et al., 2005; Eyssartier, 2018; Gminder, 2019).

Biotopes et caractéristiques écologiques : (Fig. 22 X-Y-Z-AA-BB) (Fig.23-E), se trouve
dans les environnements trés rudes des régions désertiques. Adapté a des niveaux de stress
hydrique et thermique élevés insupportables par d'autres champignons, supporte des conditions
proches de la limite de la vie soutenable. Se développe en association mycorhizienne avec
certaines plantes de la famille des Cistaceae (notamment Helianthemum spp. ), symbiotique
avec Cistus spp. Collecté¢ a une profondeur d'environ 1 a 5 cm, prés de sa plante hote
Helianthemum spp. (probablement : H. guttatum), sur un sol calcaire, sableux (pauvre en

matiere organique).
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Ascomate : Taille de 3 a 10 cm (en diamétre). Poid (frais) : 5 a 170 g. Hypogée (a2 maturation
partiellement émergente), sub-globuleuse a turbinée, parfois méme lobée ou obpyriformée.
Blanc pale-jaunatre ou brun clair a brun, et finalement brun noiratre en vieillissant. Le
péridium : est une enveloppe extérieure. En coupe transversale, rose blanchatre a brun orangg,
son ¢paisseur est de 0,5 a 1 mm, épaisse, lisse. La gléba : Jaune clair, charnue avec des sillons
brun clair, divisée par des nervures stériles de couleur orange-créme clair. Solide. Gélatineuse

a I'état jeune puis humide a maturité.

Caractéristiques microscopiques : Mesures des ascospores : (15,5) 17,4 - 19.3 (20,1) x
(14,4) 16,3 - 18,2 (18,6) um ; Me : 18,2x17.3 um, Qe : 1,1; Ve : 2864 um?; globuleuses a
sphériques, hyalines, inamyloides avec le réactif de Melzer. Ascis : mesure 60-68 x 46-55 pm,

06 a 08 ascospores ovoides, non amyloides.
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Figure 22 : Présentation des especes analysées ; (A-B): P. eryngii var ferulae; (C): P. eryngii

var ferulae avec la plante hote Ferulae; (D-E-F-G-H-I): S. mediterrneensis; (J-K-L): B. satans;
(M): Cistus spp plante héte de M. broomeianus; (N-O-P-Q-R): M. broomeianus; (S-T): T.
pseudonictitans, (U-V-W): S. collinitus; (X-Y-Z-AA-BB): T. claveryi.

137



Partie expérimentale Résultats et interprétations

B Formulateur | Comparateur | Paramétres

L
L CEREITE - o cosioe ©
Al FLUX D'TMAGES
- La fermeture des images
\ > conserve les mesures.
Caleuls sur les
déciles 185. Etfoces
Soit 80% des
- 2| mesures Encegistrer

- N Hoi | Copier

5.1) 5.3 - 6.6 (7.1) pm
52

"S1_[e)]
Effacer |
Copier
Ellipse
©® Brute
Pleurotus eryngii var. ferulae
Lugol (x100)
10,00 12,000 14000 v
029 Iso brute ==
Suillus mediterraneensis Formulateur | Conparateur | Paramétres
o0 Melzer (x100) [ Axex  [axey | Formule classique
’ oL = AUXD'IMAGES
7] Mémoire active
. La fermeture des images
o o conserve les mesures
P s s
Série Calculs sur les (———rd
® Rouge 446 déciles129. | Effacer
rt aa Soit 80% des
Vi mesures Enregistn
Bleve
Noire - N Hoi Copier
34-44(47) pm

26,38 031 1 640 x 480 96 x 96 Périphérique vidéo USB

PO0489PIXT x | poos75PIXT x | poos32eIXT x| Fornulateur | Comparateur | Paranétres

= Formule classique @

FLUX D'IMAGES

La fermeture des images
conserve les mesures

Calculs sur les

déciles129.

@ Rouge Soit 80% des
Verte gy mesres
Bleve 814 = J Hoi
Noire

(7)7.9-93(103) x (47) 51-5.8(5.9) tm
Q=(13)14-18(19):N=52

V= (92) 107 - 156 (173) pm?
Me=85x55um;Qe=16;Ve=134m*

013 Iso brute o
e EE®
T aF
;. » RE A 5.50 -
< 4 e L 4 Ellipse
480 ® Brute
Melanogaster broomeanus
Melzer (x100)
: 650 850 1050 v
Etalonner_|+]
202 | 03 1 640 x480 96 x96 Péribhériaue vidéo USB

138




Partie expérimentale

Résultats et interprétations

Images
[owrie.. 4]
FEE—
[¥] mémoire active
o O
A o g
o codur
Série
® Rouge

Verte
Bleve

Noire - :

I aF

Axe: 425

Etalon spécifique
ex 100 Micrometers

022

Iso brute | Formulateur me[vommm

R

Suillus collinitus
Melzer (x100)

Formule classique @
FLUX D'IMAGES

La fermeture des images
conserve les mesures.

Calculs sur les
déciles 13 9. Effacer

Soit 80% des -
e Enregistrer

n

8 438 - I Hoi Copier
(7.7)9.1- 106 (11.7) x (3.3) 3.6 - 4.6 (5) pm
Q= (18) 21-27(3):N=60
V= (51) 66 - 115 (136) pm?
Me=99x42pm;Qe=24:Ve=93m*

2460 0,31 1 640 x 480 96 x9%6

Périphérique vidéo USB

ix [
Axe: 17.35

talon spécifique |8
£
100 Micrometers [N

Piximétre : Calcul de dimensions = o R

Formulateur [ Comparateur ] e

Formule classique @
FLUX D'IMAGES

La fermeture des images
conserve les mesures.

Calculs sur les —
déciles 139. Effacer
Soit 80%

mesures
(15.5) 17.4 - 19.3 (20.1) x (14.4) 16.3 - 18.2 (18.6) pm
Q=1-11(12):N=31

V= (1694) 2414 - 3291 (3525) pm®
Me=182x17.3 pm:Qe=11; Ve = 2864 pm*

Figure 23 : Présentation des observations microscopiques des especes analysées ; (A): P.

eryngii var ferulae; (B): S. mediterrneensis; (C): M. broomeianus; (D): S. collinitus; (E): T.

claveryi.
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2 Extraction et rendement d’extraction

L'extraction est un procédé qui consiste le plus souvent a retirer des molécules chimiques
d'un milieu solide ou liquide en les amenant a passer successivement d'une phase a une autre
avec laquelle elles ont une meilleure affinité. Au regard de la documentation, il existe diverses
procédures d'extraction de molécules en utilisant des solvants. Le choix a été fait pour deux
techniques d'extraction, la premiére est la macération, une simple technique pratique et facile.
Le deuxieme choix s'est porté sur I'extraction par reflux (au Soxhlet), une méthode d'épuisement

successif du matériel fongique, qui favorise I'extraction assez compléte des composés bioactifs.

Les extraits récupérés ont des divers rendements avec des couleurs et des aspects variés.
Les résultats obtenus représentés dans la figure 24 montrent que les extraits secs ayant le
meilleur rendement d'extraction sont les extraits obtenus a partir du mélange AEEM (sauf
I’extrait obtenu a partir de P. eryngii var ferulae qui a enregistré le plus faible rendement de

04,07%) suivis des extraits apportés par macération.

(30 - L )
= HM sHx kbcm L AEEM
S 25 -
% =
S E =
§ 20 - ] =
= = =
= = = =
(=] —— —— —
(=" = = =
5 15 ] =l E -
= = = =
£ 0] B E =
= ] =
) = =
& = =
5 4 ? =
1l 7= — V7 — 711

E_PEF E_SM E_BS E_TP E_SC E_TC
#HM 4,38 14,59 9,11 5,03 12,23 8,11
¥ Hx 0,02 4,70 7,40 1,62 5,25
% DCM 5,04 0,73 1,48 1,12 1,03
= AEEM 4,07 18,88 24,46 13,28 21,33
\ J

Figure 24: Rendements des extraits des différents champignons testés en pourcentage

E_PEF Extrait de P. eryngii var. ferulae; E_SM Extrait de S.mediterraneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB
Extrait de M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T.
claveryi. HM hydrométhanolique préparé par Macération; Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM (Acétone
(20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)).
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Nous constatons que les extraits provenant de 1'hexane et du dichlorométhane renferment

les rendements les plus faibles.

Ces résultats semblent étre cohérents compte tenu de la richesse des champignons en

glucides et méme en composés phénoliques.

En examinant les extraits du mélange AEEM entre eux, nous remarquons que l'extrait

E_AEEM_BS a le rendement le plus important (24,46%) suivi par E. AEEM_SC (21,33%).

L'extrait préparé par hexane E_Hx_PEF est le plus faible (0,02%) par rapport aux autres.

Chapitre I1. Etude myco-chimique

1 Screening myco-chimique

Le Screening myco-chimique établis par des tests qualitatifs permet de mettre en évidence
les principales familles chimiques que renferment les différents extraits hydro-méthanolique
réalisés par macération ainsi que ceux obtenus par soxhlet a travers les solvants organiques, des
sept champignons supérieurs étudiés. D'aprés les résultats préliminaires illustrés dans le
tableau 10, nous constatons que L’espéce B. satanas est le plus riche en métabolites
secondaires car tous les tests sont positifs, suivi par S. collinitus, le seul test négatif est celui
des anthocyanes. De leurs cotés les différents extraits préparés a partir de M. broomeianus, T.
pseudonictitans et T. claveryi ont révélé I’absence des anthocyanes et les anthroquinones. Dans
les extraits de S. mediterrneensis nous avons constaté¢ la présence des saponines et les
anthocyanes. Par contre dans les extraits P. eryngii var ferulae, les saponines, les

anthroquinones, les anthocyanes et les quinones libres n’ont pas été détectées.

La comparaison entre les résultats des tests montre bien que la macération hydro-
méthanolique et le mélange AEEM par Soxhlet sont les plus efficace en termes d’extraction des
composés actifs étant donné qu’elles révelent la plus grande richesse en classes des familles

chimiques.
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Tableau 10 : Screening myco-chimique des différents extraits

Constituants myco- Hx DCM
chimiques EPEF ESM EBS EMB ETP ESC [[EPEF ESM EBS EMB ETP E SC

R-Mayer + - + - - - + - - - + R

Alcaloides | R-Wagner ||+ - A - = - + - - - +

Anthraquinones - - - - - - - - - - - -

Anthocyanes - - - - - - - - - - - -

Coumarines - - - - - - - - - - + R

Flavonoides - - - - = - - - - - - -

Quinones libres - - - - - - - - - - - -

Composés réducteurs || - - - - = - - - - - - -

Saponines - - - - - + + - - - - -
Stéroides - ++ +F + ++ + - - - - - -
Tannins - - - - - + - - - - - +
Terpénoides + ++ ++ ++ A=F i - = - + + ++

++ : Fortement positif ; + : Faiblement positif ; - : Absence.
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Tableau 10 (suite): Screening myco-chimique des différents extraits

Constituants myco- AAEM HM
chimiques EPEF ESM EBS EMB ETP ESC [[EPEF ESM EBS EMB ETP ESC ETC
‘ R-Mayer || ++ ++ + + + + + + + + + + +
Alcaloides ‘ R-Wagner || ++ ++ + ++ ++ ++ + + ++ + + ++ +
Anthraquinones - + + - - + - - - - - - -
Anthocyanes - - + = - - - - - - - - -
Coumarines + + + + + + + + + + ++ + +
Flavonoides + + + ++ ++ + + ++ - ++ + e e
Quinones libres - - - - - - + + + + + + +
Composés réducteurs || ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ + ++
Saponines - - + - + - - - + - + + -
Stéroides - + - 4 + + - - - + - -
Tannins + ++ + + + ++ - + - + - + +
Terpénoides - + - + + + + - ++ ++ et - +

E_PEF Extrait de P. eryngii var. ferulae; E_SM Extrait de S.mediterraneensis; E_BS Extrait de B. satans;, E_MB Extrait de M.broomeianus; E_TP Extrait de T.
pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de 7. claveryi. HM hydrométhanolique préparé par Macération, Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM
(Acétone (20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)). ++ : Fortement positif ; + : Faiblement positif ; - : Absence.
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2 Etude quantitative
2.1 Dosage des sucres totaux et sucres réducteurs

Les teneurs en sucres totaux et en sucres réducteurs ont été¢ déterminées par des méthodes

colorimétriques.

La méthode de dosage des sucres totaux par le réactif au phénol et acide sulfurique a été
introduite par Dubois et al., (1956), il s’agit d’un tests trés sensibles permet d’évaluer la
concentration en sucres totaux dans les extraits. Les résultats sont élaborés a l'issue d’une
courbe d’¢talonnage en utilisant de glucose comme standard, par le moyen de I’équation de
régression linéaire (y = 0,0117x + 0,002 ; R? = 0,9973) (Fig. 25). Les teneurs sont exprimées

en microgramme équivalent glucose par milligramme d’extrait (ug EG/mg d’extrait).

Les résultats regroupés dans le tableau 11 ont montré une différence importante entre les
teneurs des extraits obtenus par HM ou AEEM par rapport aux restes, elles varient de 65,47 +
5,64 249470 = 7,95 ng EG/mg Ext-s, ainsi de 201,03 + 16,18 a 475,67 = 35,25 ng EG/mg Ext-
s. D’aprés ces résultats, on constate que les sucres totaux sont les constituants les plus
importants dans les extraits. De méme, nous observons que E. MB_HM présente une forte
teneur en sucres totaux de I’ordre de 494,70 + 7,95 pg EG/mg Ext-s, par rapport aux autres
¢échantillons. Des valeurs trés faibles sont enregistré pour les extraits obtenus par Hx et par

DCM.

La méthode de 1'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) décrite par Miller, (1959) sert pour
¢valuer les teneurs en sucres réducteurs dans les extraits. Les résultats sont élaborés a 1'issue
d’une courbe d’étalonnage en utilisant de glucose comme référence, par le biais de 1’équation
de régression linéaire (y =0,0011x - 0,0137 ; R2=0,9974) (Fig. 26). Les teneurs sont exprimées

en microgramme équivalent glucose par milligramme d’extrait (ug EG/mg d’extrait sec).

A partir des résultats de ce dosage, rassembler dans le tableau 11, nous constatons que
les concentrations sont non quantifiable pour les extraits apporté par Hx et par DCM. En effet,
les extraits obtenus a partir de HM ont des teneurs plus importantes, car elles varient de 20,64
+ 1,21 a 403,06 £ 15,35 pg EG/mg Ext-s, la plus grande valeur est enregistrée pour
E_MB_HM. Cependant que, les extraits obtenus a partir de AEEM varient de 24,15 £ 1,58 a
67,94 + 0,44 ng EG/mg Ext-s.
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Figure 25: Courbes d'étalonnages du glucose pour le dosage des sucres totaux
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Figure 26 : Courbes d'étalonnages du glucose pour le dosage des sucres réducteurs
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Tableau 11 : Teneurs en glucides des différents extraits (Moyenne + EM, n=3).

Extraits Sucres totaux (ug EG/mg Ext-s) Sucres réducteurs (ug EG/mg Ext-s)
E_PEF 420,24 + 4,06° 50,33 + 3,23¢
E SM 158,43 + 8,59 85,79 + 3,23°
E BS 65,47 + 5,64¢ 25,79 + 2,224
E E MB 494,70 + 7,95° 403,06 + 15,352
E TP 370,77 + 6,22° 20,64 + 1,214
E_SC 123,90 + 9,46¢ 85,48 +2,22b
E TC 180,75 + 9,95¢ 67,61 + 3,84
E_PEF 1,08 + 0,09 00
E SM 1,23 +0,17° 00
L E_BS 0,21 +0,01° 00
E MB 0,11 +0,04° 00
E TP 0,06 + 0,01° 00
E _SC 0,57 + 0,02° 00
E_PEF 0,85 + 0,022 00
E SM 0,98 + 0,06 00
§ E_BS 0,43 + 0,05" 00
E_MB 0,12 + 0,024 00
E_TP 0,01 £0,01¢ 00
E SC 0,28 + 0,03° 00
E_PEF 295,16 +3,11° 52,64 +0,83°
= E SM 395,56 + 12,99° 57,12 + 3,86°
E E_BS 201,03 + 16,184 56,58 +1,07°
E MB 475,67 + 35,25° 24,15+ 1,58¢
E TP 246,50 + 2,51 67,22 + 0,32°
E SC 418,35 + 8,05% 67,94 + 0,44

E_PEF Extrait de P. eryngii var. ferulae; E_SM Extrait de S.mediterraneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB
Extrait de M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T.
claveryi. HM.hydrométhanolique préparé par Macération; Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM (Acétone
(20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)). *° Les échantillons qui ne sont pas
associés par la méme lettre sont considérés comme significativement différents a p <0,05, selon le test de
comparaison multiple de Tukey (Comparaison entre les champignons pour chaque extrait).
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2.2 Dosage des composés phénoliques

La détermination des polyphénols dans les extraits €tudiés sont effectué¢ suivant le
protocole décrit par Obied et al., (2007), comme la premiére étape dans le cadre de la recherche
de I’activité antioxydante. Dans ce but les extraits préparés ont été caractériser quantitativement
par des méthodes spectrophotométriques, afin de défini leurs teneurs en polyphénols totaux,

flavonoides, tanins condensés et flavonols.

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé¢ suivant la procédure de Folin &
Ciocalteau, (1927). Les résultats sont établis a partir d’une courbe d’étalonnage en utilisant
comme standard 1’acide gallique, au moyen de 1’équation de régression linéaire (y = 0,0017x +
0,0068 ; R? = 0,9976) (Fig. 27). Les valeurs obtenues sont exprimées en microgramme

équivalent acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait sec).

Les résultats des polyphénols totaux sont regroupés dans le tableau 12. Les teneurs sont
relativement importants dans les extraits obtenus par macération hydro-méthanolique et par le
mélange AEEM, la détermination des taux des polyphénols totaux révele que E_ PEF_ HM est
le plus riche suivi par E MB_ AEEM, d’ordre de 111,10 +4,97 et 106,59 &+ 1,96 ng EAG/mg
Ext-s, Par contre, les extraits obtenus par macération a chaud en utilisant 1'Hexane et le

dichlorométhane sont pratiquement les plus limités.

Le dosage des flavonoides totaux est réalisé¢ suivant la méthode au chlorure d'aluminium
(Zhishen et al., 1999). Les résultats sont établis a partir d’une courbe d’étalonnage en utilisant
comme standard la catéchine, au moyen de 1’équation de régression linéaire (y= 0,0034x +
0,0022 ; R? = 0,9998) (Fig. 28). Les valeurs obtenues sont exprimées en microgramme
équivalent catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/mg d’extrait sec). D’aprées les résultats
exprimés dans le tableau 12, les flavonoides sont trés abondants dans Extrait de M.
broomeianus préparé soit par macération hydro-méthanolique (HM) soit par le mélange de
solvants (AEEM), cette abondance s’est traduite par des taux respectifs de I’ordre de 16,80 +
0,72 et 16,44 =+ 0,43 ng EC/mg Ext-s, tandis que les extraits préparés par 1’hexane et le

dichlorométhane ont présenté des teneurs mineurs et peu important.
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Le dosage des tanins condensés est réalisé suivant la méthode décrite par Sun et al.,
(1998) . Les résultats sont établis a partir d’une courbe d’étalonnage en utilisant comme
standard la catéchine, au moyen de 1’équation de régression linéaire (y = 0,0002x - 0,0025 ; R?
=0,9965) (Fig. 29). Les valeurs obtenues sont exprimées en microgramme équivalent catéchine

par milligramme d’extrait (ug EC/mg d’extrait sec).

Les résultats des tanins condensés sont regroupés dans le tableau 12. Le dosage de ces
tanins condensés dans les différents extraits montre une grande différence, cette différence est
due principalement a la nature et la polarité des solvants qui jouent un réle primordial dans la
dissolution des tanins condensés. Le taux le plus remarquable est celui enregistré avec 1’extrait
hydrométhanolique de M. broomeianus et qui a révélé des valeurs de 1’ordre de 59,17 + 4,38
pg EC/mg Ext-s. Par contre ces tanins condensé€s sont absents dans les extraits hydro-
méthanoliques de P. eryngii var ferulae, B. satans et de T. pseudonictitans, et de méme, les
extraits d’hexane et de dichlorométhane, de ces mémes champignons, ont révélé des taux de

tanins condensé soit totalement absents soit avec des faibles teneurs.

Le dosage des flavonols totaux est réalisé¢ selon une méthode basée sur la chélation des
ions AI** (Yermakov et al., 1987). Les résultats sont établis a partir d’une courbe d’étalonnage
en utilisant comme standard la catéchine, au moyen de 1’équation de régression linéaire (y =
0,0077x - 0,0101; R* = 0,9998) (Fig. 30). Les valeurs obtenues sont exprimées en

microgramme équivalent quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait sec).

Selon les résultats représentés dans le tableau 12, I’extrait de M. broomeianus obtenu par
différents solvants AEEM a noté¢ la teneur la plus élevée avec 9,85 + 0,32 ug EQ/mg Ext-s,
cependant, les extraits obtenus par I’Hexane et le dichlorométhane ont enregistré les teneurs les

plus faibles.

L’examen des résultats des dosage des composés phénoliques dans les extraits des
champignons étudiés divulgue une forte différence des teneurs en ces composés entre les
¢chantillons. Cette différence des résultats semble due, tous d’abord a la nature de chaque

espece, aussi a la méthode d’extraction ainsi que la polarité du solvant utilisé.

148



Partie expérimentale Résultats et interprétations
4 0.8 - )
y =0,0017x + 0,0068
R2=10,9976
g 0,6 4
=
S
(=]
l\
<
3 0,4 4
=
<
=
o
2 02 -
=
<
0 r T r r T r T T \
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Concentration de 'acide gallique (ng/ml) y

Figure 27: Courbe d’¢étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure 28: Courbe d’¢talonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides totaux
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Figure 29: Courbe d’¢talonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés
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Figure 30: Courbe d’¢talonnage de la quercétine pour le dosage des flavonols

150



Partie expérimentale Résultats et interprétations

Tableau 12: Teneurs en composés phénoliques des différents extraits (Moyenne + EM, n=3)

Extraits Polyphénols totaux Flavonoides Tanins condensés Flavonols
(ng EAG/mg Ext-s) (pg EC/mg Ext-s) (pg EC/mg Ext-s) (pg EQ/mg Ext-s)
E PEF 111,10+ 4,97 7,98 + 0,52¢ 00 4,82 +0,17°
E SM 76,20 +4,05° 13,27 + 1,05° 19,17 +2,50° 3,35+ 0,23%
= E BS 59,53+0,39¢ 425 + 0,469 00 1,53 + 0,06°
T E_MB 106,59+ 1,96° 16,80 + 0,72° 59,17 + 4,38° 2,78 + 0,144
E TP 78,35+ 1,96° 3,47 + 0,594 00 1,53 + 0,06°
E SC 92,27 +2,09° 5,24 +0,20¢ 17,50 + 7,50° 2,87 + 0,09
E TC 82,27+ 1,44 14,94+ 0,98 27,50 +2,50° 3,48 +0,14°
E_PEF 198+0,07° 0,22 +0.02% 00 0,10 +0,01°
E SM 143+0,05° 0,26 +0.02° 00 0,14 +0,00°
= E_BS 2,16+0,03 0,23 + 0.00 00 0,12 +0,01°
E MB 0,44 +0,10% 0,02 +0.00° 00 0,01 +0,00¢
E TP 1,48+0,04° 0,03 +0,00° 00 0,01 +0,009
E SC 5,13+0,08 0,17 +0,02° 3,11 +0,19° 0,09 +0,00°
E_PEF 0,63 +0,09° 0,18 £0.01¢ 00 0,11 +0,00°
s | E_SM 2,76+ 0,05 0,28 +0.01° 0,69 +0.12° 0,15 +0,01°
2 E BS 2,69+0,30° 0,35 +0.02° 00 0,21 +0,03?
E MB 0,97 +0,05° 0,13 +0.00% 00 0,11 +0,00°
E TP 1,62+0,16° 0,10 +0.02¢ 00 0,05 +0,02°
E SC 2,04+0,10° 0,24 +0.01° 1,21 £0.222 0,15 +0,01°
E PEF 9325+ 2,88 8,49 + 0,04 8,92 +1,22° 7,30 +0,10P
§ E SM 59,53 +1,57° 9,11 +0,18° 18,92 + 0,89 5,65 + 0,06
ﬁ E BS 46,98 + 3,019 9,43 + 0,58 5,75 + 0,67 6,16 + 0,08°
E MB 80,12 +3,92" 16,44 £0,43*  4,75+0,67° 9,85 + 0,322
E TP 2325+3,79° 12,03 £1,36*  392+1,11° 3,30 +0,37°
E SC 54,43 +1,83% 10,00 £0,69% 21,75+ 1,33% 5,13+ 0,109

E_PEF Extrait de P. eryngii var. ferulae; E_SM Extrait de S.mediterraneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB
Extrait de M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T.
claveryi. HM.hydrométhanolique préparé par Macération; Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM (Acétone
(20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)). *° Les échantillons qui ne sont pas
associés par la méme lettre sont considérés comme significativement différents a p <0,05, selon le test de
comparaison multiple de Tukey (Comparaison entre les champignons pour chaque extrait).
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2.3 Dosage des saponines totales, des triterpénoides totaux et des pigments

Compte tenu des conditions expérimentales et des moyens disponibles, les résultats de
ces déterminations peuvent €tre moins sensibles et moins sélectifs, mais cela ne remet nullement

en cause les méthodes d’analyses.

La teneur en en saponines totales dans les extraits préparés a partir des différents
solvants est quantifiée par un dosage colorimétrique en utilisant le réactif de vanilline-acide
sulfurique (Hiai et al.,, 1976). Les résultats obtenus sont exprimés en microgrammes
d'équivalents de diosgénine par milligramme d’extrait sec (ug ED/mg d'extrait sec), en utilisant
I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de la référence, diosgénine

(y=10,0005x - 0,0025; R?=0,9951) (Fig. 31). Ces résultats sont consignés dans le tableau 13.

Le constat général effectué par ce test est que les saponines ont été trouvées uniquement
dans les extraits hydro-méthanolique et du mélange de solvants (AEEM). Cependant 1’extrait
hydro-méthanolique de B. satans a enregistré la teneur la plus élevée avec un taux de I’ordre de
11,67 £ 2,78 pg de ED/mg Ext-s d'extrait, suivi par I’extrait hydro-méthanolique de S. collinitus
et ’extrait de mélange de solvants (AEEM) de T. pseudonictitans avec des taux respectifs de
I’ordre de 10,00 £ 1,67 et 10,83 + 2,78 png de ED/mg Ext-s d'extrait, tandis que les extraits
obtenus par I’hexane (Hx) et le dichlorométhane (DCM), n’ont enregistré aucun résultat

quantifiable.

Le contenu en triterpénoides totaux des extraits de champignons a été évalué par
colorimétrie, en utilisant l'acide ursolique comme standard. L’équation de régression linéaire
retenu de la courbe d'étalonnage sert pour 1’estimation de ces mesures (y = 0,0003x + 0,0028 ;
R2=0,9894) (Fig. 32). Les teneurs correspondantes sont exprimées en microgramme €quivalent
acide ursolique par milligramme d’extrait (ug EAU/mg d’extrait), les résultats sont résumés
dans le tableau 13.Au cours de la réalisation de ce test nous avons remarqué que 1'extrait de
dichlorométhane de S. collinitus a fourni la teneur en triterpénoides totaux la plus élevée avec
10,92 £+ 0,33 ng EAU/mg Ext-s suivi par 1’extrait par hexane de S. collinitus avec un taux de
9,30 + 0,30 ng EAU/mg Ext-s. Pour déterminer simultanément la teneur en B-caroténe et en
lycopéne dans les échantillons étudiés, nous avons utilis¢ une méthode simple, les teneurs sont

obtenues au moyen des équations proposées par Nagata & Yamashita, (1992).
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La teneur en B-caroténe et en lycopene différait considérablement entre les espéces des
champignons analysées. La concentration en lycopene a été bien inférieure a la concentration
en B-caroténe dans les champignons étudiés a I’exception de l’extrait par hexane de 7.

pseudonictitans (Tableau 13).

La teneur relativement élevée en B-caroténe a été détectée dans les extraits par hexane des
champignons de P. eryngii var ferulae et de S. mediterrneensis qui ont donnés des teneurs
respectifs de I’ordres de 0,493 + 0.003 0,450 + 0.004 pg C/mg Ext-s tandis que la teneur la
plus ¢élevée en lycopeéne a été détectée dans les extraits de 1’hexane des champignons de 7.

pseudonictitans et de S. mediterrneensis avec des teneurs respectifs de I’ordres de 0,334 +0.033

0,303 + 0.002 pg C/mg Ext-s.
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Figure 31: Courbe d’étalonnage de diosgénine pour le dosage des saponines totales
( 0,1 1 y =0,0003x + 0,0028 )
R>=0,9894
°
g 0,08
=
]
@
'S 0,06
5]
=
<
2 0,04 -
2
=
<
0,02 -
0 & r T T T T T .
0 50 100 150 200 250 300 350
9 Concentration de I'acide ursolique en (ng/ml) y

Figure 32: Courbe d'é¢talonnage de l'acide ursolique pour le dosage des triterpénes totaux
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Tableau 13: Teneurs en saponines et triterpénoides des différents extraits (Moyenne + EM, n=3)

Extraits Saponines totales  Triterpénoides totaux B-caroténe Lycopéne
(ug ED/mg Ext-s) (ug EAU/mg Ext-s)  (ug EC/mg Ext-s)  (ug EC/mg Ext-s)

E PEF 00 0,67 + 0,002 0,186+ 0.005° 0,123 +0.001°
E SM 00 00 00 00
E BS 11,67+2,78 1.78 + 1.482 0,096 £ 0.000° 0,074 £ 0°

§ E MB 083+1,11° 2.89 + 1.482 0,049 £0.002¢ 0,013 £ 0.002¢
E_TP 7,50+1,67® 1.78 +1.48° 0,099 £ 0.001° 0,061 +0.001¢
E_SC 10,00« 1,67° 00 00 00
E_TC 1,67+1,11° 1.78 + 1.48? 0,246 £0.001* 0,160 = 0°
E PEF 00 0,73 +0,33" 0,493 £0.003* 0,296 +0.001°
E_ SM 00 8,11 + 0,40° 0,450 £0.004° (303 0.002°

%  E_BS 00 6,51 +3.77° 0.387+0.002° 0,269 +0.001¢
E_MB 00 6,96 + 0,28° 0,187 +0° 0,105 = 0.001°
E TP 00 6,70 0,27 0,400 +0.002° 277 +0.033°
E SC 00 9,30 £ 0,30° 0,299+ 0.001° 0,190 + 0.002¢
E PEF 00 00 00 00

= E SM 00 00 00 00

2  EBS 00 00 00 00
E_MB (0 2,33+0,10° 0,315+0.003°  0,215+0.001°
E TP 00 0,84 +0,27° 0,393 £0.001* 0,229 +0.001*
E SC 00 10,92 +0,33° 0,065 £ 0.001° 0,045 £ 0.002¢
E PEF 00 00 00 00

=  ESM 00 0,67 +0,11° 0,065 +0.001° 0,017 +0.001¢

é E BS 333+278" 00 00 00
E MB 00 3,80 + 0,14 0,045 +£0.002° 0,026 + QP
E TP 10,83 +2,78 4,50 + 0,107 0,126 £0.003* 0,080 + 0.001?
E_SC 0,83+1,11° 2,85+ 0,39 0,062 +0.002° 0,023 +0.001°¢

E_PEF Extrait de P. eryngii var. ferulae; E_SM Extrait de S.mediterraneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB
Extrait de M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T.
claveryi. HM.hydrométhanolique préparé par Macération; Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM (Acétone
(20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)). af [ es échantillons qui ne sont pas
associés par la méme lettre sont considérés comme significativement différents a p <0,05, selon le test de
comparaison multiple de Tukey (Comparaison entre les champignons pour chaque extrait).
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3 Résultats des analyses (GC-MS)

Les profil des chromatogrammes GC-MS des extraits sé¢lectionnés E PEF AEEM de P.
eryngii var. ferulae, E-MB _HM de M.broomeianus, E MB_AEEM de M.broomeianus,
E BS HM de B. satans, E BS AEEM de B. satans et ’'E TC HM de T. claveryi sont

présentés dans les figures 33, 34, 35, 36, 37 et 38 respectivement. Nous avons identifié les

composés bioactifs en comparant les spectres de chaque composé biologique avec ceux des

bibliothéques NIST, également sur la base du temps de rétention et du poids moléculaire. Les

composés identifiés sont présentés dans les tableaux 14, 15, 16, 17, 18 et 19 respectivement

pour chaque extrait.
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Figure 33 : Profil chromatogramme d'une analyse par GC-MS de l'extrait E PEF_ AEEM de P.

eryngii var. ferulae
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Figure 34 : Profil chromatogramme d'une analyse par GC-MS de l'extrait E-MB_HM de

M. broomeianus
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Figure 35 : Profil chromatogramme d'une analyse par GC-MS de l'extrait E MB_AEEM de

M.broomeianus

156



Partie expérimentale Résultats et interprétations

500 —

400 — —

300 —

200 —

e

T T T T T
5 10 15 20 25 -
min utes

Figure 36 : Profil chromatogramme d'une analyse par GC-MS de l'extrait E BS HM de B.

satans
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Figure 37 : Profil chromatogramme d'une analyse par GC-MS de l'extrait E BS AEEM de B.

satans
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Figure 38 : Profil chromatogramme d'une analyse par GC-MS de l'extrait E TC HM de T.

claveryi
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Tableau 14 : Identification des composants bioactifs de I’extrait E PEF AEEM de P. eryngii
var. ferulae par GC-MS

Temps de Surface
Formule Poids R
N° | rétention Composants chimiques Match du pic
chimiques moléculaire Match
(min) (%)
1,1,3,3,5,5,7,7,9,9-Decamethyl-9-(2-
1 4.393 ] C14H4006Sis 444 645 657 5,38
methylpropoxy)pentasiloxan-1-ol
Hexasiloxane,
2 5.142 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11- Ci2H3305Si6 430 615 670 1,31
dodecamethyl-
3 5.647 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- Ci12H3606S16 444 902 977 17,05
Cycloheptasiloxane,
4 6.621 C14H4207Si7 518 894 931 12,30
tetradecamethyl-
Octasiloxane,
5 6.933 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15- Ci6Hs5007Sis 578 634 680 2,66
hexadecamethyl-
6 7.473 Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl- Ci16Has0sSis 592 866 921 8,16
7 8.519 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- Ci8H5409Si9 666 868 919 3,89
8 9.453 Palmitic acid, methyl ester Ci17H3402 270 869 916 4,37
9 10.097 Cyclodecasiloxane, eicosamethyl- C20He0010Si10 740 797 810 1,91
12,15-Octadecadienoic acid, methyl
10 11.883 Ci9H3402 294 744 843 2,18
ester
9-Octadecenoic acid, methyl ester,
11 12.001 Ci9H3602 296 864 888 8,75
(E)-
Tetracosamethyl-
12 15919 . C24H720128112 888 616 892 1,44
cyclododecasiloxane
Totale des pics identifiés 65,5
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Tableau 15 : Identification des composants bioactifs de 1’extrait E-MB HM de M.

broomeianus par GC-MS

Temps de Surface
Formule Poids R
N° | rétention Composants chimiques Match du pic
chimiques moléculaire Match
(min) (%)
1 7.929 Doconexen (Cervonic acid) C22H3202 328 723 733 6,67

cis-4,7,10,13,16,19-
2 8.314 Docosahexaenoic acid, C25H4002Si 400 668 684 17,92
trimethylsilyl ester

3 8.78 1,2-Diphenylcyclopropane CisHia 194 845 910 2,98

4 9.708 Palmitic acid, methyl ester C17H3402 270 912 956 7,25

5 9.930 Dibutyl phthalate Ci6H2204 278 924 946 2,47

6 10.563 Oleic acid, methyl ester Ci9H3602 296 906 929 2,78

7 11.328 -Glyceryl linoleate C21H3304 354 628 635 0,69
(2,3-

8 12.164 Diphenylcyclopropyl)methyl C22H2008 332 700 714 49,04

phenyl sulfoxide, trans-

Thiocarbamic acid, N,N-
9 12.595 dimethyl, S-1,3-diphenyl-2- Ci9H2:1NOS 311 692 724 1,10

butenyl ester

Totale des pics identifiés 90,89
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Tableau 16 : Identification des composants bioactifs de I’extrait E MB AEEM de M.
broomeianus par GC-MS

Temps de Surface
Formule Poids R
N° | rétention Composants chimiques Match du pic
chimiques moléculaire Match
(min) (%)
Cyclohexasiloxane,
1 5.693 C12H3606Si6 444 839 964 4,76
dodecamethyl-
Cycloheptasiloxane,
2 6.178 C14H4207S17 518 869 929 7,60
tetradecamethyl-
Cyclooctasiloxane, .
3 7.455 C16Hag0sSis 592 831 903 24,93
hexadecamethyl-

Bis(pentamethylcyclotrisiloxy)h

4 7.797 Ci6Has010S19 652 616 840 1,15
examethyltrisiloxane
Cyclononasiloxane,

5 8.492 Ci8Hs4098Si9 666 887 919 11,06

octadecamethyl-
6 9.941 Dibutyl phthalate Ci6H2204 278 828 949 1,70
Octasiloxane,
7 10.099 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13, Ci6Hs007Sis 578 751 814 7,41

15,15-hexadecamethyl-

Cyclodecasiloxane,
8 12.681 ) C20He0010Si10 740 803 816 5,21
eicosamethyl-

Totale des pics identifiés 63,81
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Tableau 17 : Identification des composants bioactifs de 1’extrait E BS HM de B. satans par
GC-MS

Temps de Surface
Formule Poids R
N° | rétention Composants chimiques Match du pic
chimiques moléculaire Match
(min) (%)
1| 3944 1.1,3,3,5,5,7,7-Octamethyl 7-2- | ¢ 1. 0.5, 370 670 | 716 | 1.59
methylpropoxy)tetrasiloxan-1-ol
2 5.731 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- C12H3606Si6 444 828 905 28,86
3 6.641 Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- Ci14H4207S17 518 820 919 21,29
Octasiloxane,
4 6.937 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15- | Ci6Hs007Sis 578 643 703 2,52
hexadecamethyl-
5 7.458 Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl- Ci6Has0sSis 592 814 898 10,51
6 8.521 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- C18Hs5409S19 666 865 916 4,96
7 10.104 Cyclodecasiloxane, eicosamethyl- C20He0010Si10 740 806 822 2,70
8 15.938 Tetracosamethyl-cyclododecasiloxane | C24H72012Si12 888 639 880 1,61
Totale des pics identifiés 74,02
162



Partie expérimentale Résultats et interprétations

Tableau 18 : Identification des composants bioactifs de I’extrait E BS AEEM de B. satans
par GC-MS

Temps de Surface
Formule Poids R
N° | rétention Composants chimiques Match du pic
chimiques moléculaire Match
(min) (%)
1 5.710 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- C12H3606Si6 444 815 954 8,64
2| 6522 Cycloheptasiloxanc, C14H4207Si7 518 696 838 | 3508
tetradecamethyl-
3 7.407 Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl- C16Has0sSis 592 821 889 10,52

Bis(pentamethylcyclotrisiloxy)hexa

4 7.790 7 Ci6H48010S19 652 602 806 2,01
methyltrisiloxane

5 8.499 Cyclononasiloxane, octadecamethyl- Ci18H5409S19 666 896 931 6,11

6| 9935 Phthalic acid, :S‘igl 2-cthylhexyl C20H3004 334 783 868 0,89

Octasiloxane,

7 10.093 | 1,1,3,3,5,5,7,7,9.9,11,11,13,13,15,15 Ci6Hs007Sis 578 733 797 3,87
-hexadecamethyl-

8 12.672 | Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl- C16Has0sSis 592 698 814 2,32

9 19.378 Cyclodecasiloxane, eicosamethyl- C20He0O10S110 740 770 784 2,08

Totale des pics identifiés 71,52

163



Partie expérimentale Résultats et interprétations

Tableau 19 : Identification des composants bioactifs de I’extrait E TC _HM de T. claveryi par
GC-MS

Temps
Surface
de Formule Poids R

N°e Composants chimiques Match du pic

rétention chimiques | moléculaire Match %)
(min) °
cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid, .
1 7.178 tert-butyldimethylsilyl ester C26H4402S1 416 657 700 0,69
1R,3Z,9s-4,11,11-Trimethyl-8-
2 7.963 methylenebicyclo[7.2.0]undec-3-ene CisHas 204 710 773 1,07
3| go247 | CiSHT10,13,16,19-Docosahexaenoic acid, | oy, 0, 400 646 | 661 | 7.50
trimethylsilyl ester
4 8.444 2.,4-Difluorobenzene, 1-benzyloxy- Ci3HioF20 220 612 717 1,11
5 9.346 B-Phenylpropiophenone Ci15sH140 210 737 792 8,57
6 9.691 Palmitic acid, methyl ester Ci17H3402 270 869 909 4,68
7 9.924 Phthalic acid, dibutyl ester C16H2204 278 776 838 2,49
8 | 10.031 2-Phenylnaphthalene - CisHi2 204 852 934 0,14
9 10.127 Chalcone Ci1sHi20 208 905 921 1,28
10| 10203 |Decane.> ’6'b15(2’%ﬁdg_ethylpmpyhdene)" CaoHss 278 610 618 1,66
11| 10253 | Hexasiloxane, L.I3355.77991LH- ¢ b0 430 721 754 025
dodecamethyl-
12| 10.395 | 2-Azido-2,4,4,6,6,8,8-heptamethylnonane Ci6H33N3 267 606 708 0,65
13| 10.567 Oleic acid, methyl ester Ci9H3602 296 867 890 0,70
14 | 10.684 Linolein, 1-mono- C21H33804 354 605 614 1,71
15| 10.897 p-Terphenyl CisHs 230 909 940 4,86
’ (1,4-Diphenylbenzene) ’

16 | 11.358 2-Thiopheneacetic acid, decyl ester Ci6H2602S 281 630 681 0,16
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17| 11.520 1-Eicosene Ca0Hao 280 698 720 0,69
18| 11748 | Sulfurousacid, b‘;zlrcyd"hexylmethyl C11H20s38 234 780 801 1,27
19| 11.875 1,1-Diphenylisobutylene CisHis 208 635 662 0,62
20| 122 | 3D iphenﬁﬁl‘;g;"’fﬁze’t}lyl phenyl | H08 332 689 710 30,49
21| 12.434 Benzene, 1,1'-(2-pentene-1,5-diyl)bis- Ci7His 222 651 689 0,33
22| 12,606 Thi°Carb(;‘;ﬁ;?;lifiz’fﬂfyiﬁfgl’ 5131 comaNos 311 754 762 | 445
23| 13138 | Sulfurousacid, Cy;lt';};e"ylmethyl nonyl 1 ) H058 304 732 806 1,01
24| 13.548 (diphenyl rifﬁ;f;fégdopen wil- Coaln 310 653 679 0,64
25| 14.466 Triphenylbenzene Ca4His 306 869 870 3,91
26| 15.115 Muscalure C3Has 322 623 628 0,91
(9-Tricosene, (Z)-) ’
Totale des pics identifiés 81,84
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Chapitre II1. Etude de toxicité (Test d’hémolyse)

Avant d'examiner les caractéristiques biologiques de chaque extrait, nous envisageons
d'étudier son innocuité envers les cellules érythrocytaires. Dans ce but, une gamme de
différentes concentrations dans le milieu réactionnel compris entre 250 ug/ml a 2000 pg/ml a

¢té préparee.

La détermination de la cytotoxicité¢ des différents extraits, face aux globules rouges
humains utilisée comme modéle cellulaire animal universel, a été effectuée en contrélant le taux

d'hémolyse aprés 60 min d’incubation a 37°C.

La cytotoxicité est évaluée par la fuite de I'némoglobine intracellulaire des hématies, le
contenu en hémoglobine du milieu extracellulaire est alors mesuré par lecture de 1’absorbance

a une longueur d'onde de 548 nm.

Les valeurs des pourcentages d'hémolyse engendrés par les différentes concentrations des
extraits hydro-méthanolique, d’hexane, de Dichlorométhane et du mélange de solvants

(AEEM) sont exposées dans les figures 39, 40, 41 et 42 ainsi que le tableau 20.

Les résultats ont prouvé que l'activit¢ hémolytique des extraits se fait d’une conduite
dose-dépendante, nous soulignons aussi que la fuite de I'hémoglobine intracellulaire dépend

considérablement de la concentration finale de 'extrait testé.

A la concentration de 0,25 mg/mL, la totalité des extraits ne montre qu'un trés faible
niveau d'activité hémolytique. L’extrait hydro-méthanolique de B. satans présente des niveaux
cytotoxiques de I’ordre de 20,63 + 0,31% a la concentration de 1 mg/ mL et 28,07 + 1,41 a la
concentration de 2 mg/mL. De son coté 1’extrait hydro-méthanolique de S. collinitus a la
concentration de 2 mg/mL a manifesté un taux de toxicité¢ de I’ordre de 19,53 + 1,07%. Le
pourcentage d'activité hémolytique le plus faible a été enregistré avec 1’extrait hydro-
méthanolique de T claveryi a la concentration de 2 mg/mL et qui a donné un niveau cytotoxique
de l'ordre de 2,37 = 0,21%. Les extraits établés par de I’hexane a une dose de 2mg/mL, en
particulier I’extrait de S. collinitus, de S.mediterrneensis et de T. pseudonictitans ont exprimé
des niveaux ¢élevés de toxicité de I’ordre de 26,03 + 0,56%, 13,19 + 2,98%, 11,94 £ 0,56%
respectivement. De son coté 1’extrait d’hexane de S. collinitus a révélé un taux de cytotoxicité

assez important de 10,29 =+ 1,02% méme a la dose de 1 mg/mL.
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En revanche, le taux d'hémolyse pour les extraits obtenus par le dichlorométhane varie de
3,16 = 0,25% pour I’extrait de P. eryngii var ferulae a 38,35 £ 2,64% pour I’extrait de 7.

pseudonictitans a la concentration de 2 mg/mL.

L’extraction du champignon de 7. pseudonictitans par le mélange de solvants ont induit
une hémolyse élevée de I"ordre de 19,41 £+ 1,95% et 32,75 + 1,09% respectivement pour les
doses de (1 et 2 mg/mL), Il faut signaler aussi que 1’extrait de B. satans par mélange de solvants

(AEEM) a induit une hémolyse de 9,45 + 2,11% a la concentration de 2 mg/mL.

Un pourcentage d'hémolyse supérieur a 5 % indique que I’extrait étudié a endommagé les
globules rouges. Par la suite, les extraits sont répartis en deux groupes en fonction du degré
d'hémolyse. Un groupe ayant un degré d'hémolyse inférieur a 5 % et ’autre groupe avec un
degré d'hémolyse supérieur a 5 %. Ce critére a été largement dépassé pour les especes B. satans,

T. pseudonictitans et S. collinitus comme le fait apparaitre le tableau 20.

Tableau 20 : Les données sur les groupes examinés selon le degré d'hémolyse

Degré d'hémolyse inférieur a (5 %) Degré d'hémolyse supérieur a (5 %)
(HD <5 %) (HD > 5 %)
P. Eryngii var ferulae S. mediterrneensis
(E_PEF_HM: 3,55 + 0,06 %) (E_SM_AEEM: 7,13 £ 0,29%)
M.broomeianus B. satans
(E_MB_Hx: 4,38 0,19 %) (E_BS_HM: 28,07 + 1,41 %)
T. Claveryi T. pseudonictitans
(E_TC HM: 2,37+ 0,21 %) (E_TP_DCM : 38,35 £+ 2,64 %)
S. collinitus
(E_SC_Hx:26,03+0,56 %)
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Tableau 21: Activité hémolytique des extraits exprimée en pourcentage (Moyenne = EM, n=3)

Extraits 250 (ug/mL) 500 (ug /mL) 1000 (ng /mL) 2000 (ug/mL) (HD< (HD>
5 %) 5%)
E_PEF 0,80+0,04% 1,54+0,09° 2,04+0,18° 3,550,060  + /
E_SM 036+013° 1,16£0,22° 1,90+0,11° 3,20+0,85¢  + /
E_BS 240+022* 6,14+0,37° 20,63+0,31* 28,07+ 1,41*  / =
§ E_MB 0,33+0,17° 1,41£0,06° 3,09+0,20° 3,69+020¢  + /
E TP 0,91£0,06™ 3,06£0,17° 3,61+£0,35° 733+£057°  / +
E SC  129+031" 6,31£0,38" 10,44+1,62° 19,53£1,07°  / -
E_TC 0,72+£0,09* 0,96+£0,04° 1,68+0,15° 2,37£021¢  + /
E_PEF  0,64£0,1° 1,68+0,21° 232+0,15¢ 3,01£0,19° /
EsM  1,07£0,09°  1,62+0,13¢ 3,48+ 0,46 4,96+ 0,29 /
2 | EBs LI3E041' 316027 374+£0,17°  438+0,19° / /
EMB 1.28+021® 223+031% 3,74£0,17% 438+0,19d° + /
E TP 038+0,14° 1,10+£0,21° 522+0,93° 11,94£0,56°  / +
E SC 046£021° 354£1,06" 10,29+1,02° 26,03+0,56" / -
E_PEF 1,59£021* 2,17+0,17° 2,55+0,10° 3,16£0,25°  +
ESM 046£0,1° 2,17+0,23% 3,28£0,21° 6,81+ 1,00 +
§ EBS 0,64+0,1b  223+031° 536+0,19° 9,48+1,28" / +
E_MB Nd Nd Nd Nd Nd Nd
E TP 1,17£027° 7,51+0,74° 20,52+1,37° 38,35+ 2,64 / +
E SC 047+022° 229+0,117° 2,58+025" 4,87+0,37°  + /
E_PEF 0,29+£0,14* 1,01+0.21° 1,97+0,14> 325+0,31¢ +
<  psm  1,22£029°  232£027° 426+0,17° 7,13+0,29" Z
E E BS 1,07£0,15* 2,06+0,14" 4,17+023" 9,45+2,11° / +
EMB 032+£0,14° 125+0,14° 3,59+0,14° 3,91£0,174°  + /
E TP 088+047" 633+205 19,41+195 32,75+1,09°  / +
E SC 1,030,222 220+0,23" 3,66+0,22° 7,12+0,35" / -

E_PEF Extrait de P. eryngii var. ferulae; E_SM Extrait de S.mediterraneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB
Extrait de M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T.
claveryi. HM.hydrométhanolique préparé par Macération; Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM (Acétone
(20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)). (HD <5 %): degré d'hémolyse inférieur
a5 % ; (HD >5%) : degré d'hémolyse supérieur a 5 % ; (+) : HD > 5% positif. Nd : Non déterminé par manque
d’extrait. *° Les échantillons qui ne sont pas associés par la méme lettre sont considérés comme significativement
différents a p <0,05, selon le test de comparaison multiple de Tukey (Comparaison entre les champignons pour
chaque extrait).
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Figure 39 : Activit¢ hémolytique des extraits HM exprimée en pourcentage a différentes
concentrations
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Figure 40 : Activit¢ hémolytique des extraits Hx exprimée en pourcentage a différentes
concentrations
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Figure 41 : Activit¢é hémolytique des extraits DCM exprimée en pourcentage a différentes
concentrations
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Figure 42: Activit¢ hémolytique des extraits exprimée en pourcentage a différentes
concentrations AEEM
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Chapitre IV. Etude des activités biologiques

1 Recherche de I’activité antioxydante

Les extraits étudi€s des champignons sont évalués pour leurs propriétés antioxydantes en
utilisant une variété de techniques spectrophotométrique. Ces différentes méthodes consistent
a faire réagir des especes oxydantes, comme des radicaux libres ou des composés de métaux
oxydés, avec un échantillon qui renferme des antioxydants aptes a empécher la génération de
radicaux. Ces antioxydants sont en mesure d'agir par deux mécanismes principaux : soit par
transfert d'électrons soit par transfert d'atomes d'hydrogéne (Prior et al., 2005). A ce propos, on
a appliqué quatre techniques in vitro a savoir, CAT, DPPH, ABTS et FRAP. Les différents
résultats sont présentés en fonction de la Clso et de la CEso. Un extrait avec une capacitée

antioxydante puissante est un extrait dont ces valeurs sont plus petites.
1.1 Capacité antioxydante totale (Test de phosphomolybdate)

La réduction du molybdéne (VI) en molybdéne (V) par les extraits de champignons a été
utilisée pour évaluer la capacité¢ antioxydante totale. Le test au phosphomolybdate permet de
déterminer le taux de la conversion de Mo®" en Mo>* 4 la suite d'un processus de transfert

d'¢lectrons singulets et d'atomes d'hydrogéne (Prieto et al., 1999).

La capacité antioxydante totale est calculée a la base de 1'équation obtenues a partir de la
courbe d’étalonnage ( y = 0,0018x - 0,0035 ; R? = 0,9987) en utilisant comme référence l'acide
ascorbique (Fig. 43). Les valeurs ainsi calculées sont exprimées en ug d'équivalents d'acide

ascorbique par milligramme d'extrait sec (ug EAA/mg Ext-s).

Les résultats de la capacité antioxydante totale pour chaque extrait sont regroupées dans
la figure 44 et le tableau 22. Les deux valeurs les plus importantes ont été enregistrés pour les
extraits de P. eryngii var ferulae et de M. broomeianus obtenu par un mélange de solvants
(AEEM) qui ont présentées des capacités respectifs de I’ordre de 56,51 + 0,27 et 54,88 +0,25
ng EAA/mg Ext-s, suivi par I’extrait hydro-méthanolique de M. broomeianus avec une valeur
de 47,03 + 0,22 ug EAA/mg Ext-s, cependant, I’extrait d’hexane de 7. pseudonictitans avec

une valeur de 1,66 £ 0,17 ug EAA/mg Ext-s, s’est révélé le moins actif.
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Figure 43: Droite d’étalonnage de 1’acide ascorbique pour la détermination de la capacité

antioxydante totale
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Figure 44: Capacité antioxydante totale des extraits des différents champignons testés

E_PEF Extrait de P. eryngii var. ferulae; E_SM Extrait de S.mediterraneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB
Extrait de M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T.
claveryi. HM hydrométhanolique préparé par Macération; Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM (Acétone
(20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)). (Nd) Non déterminé par manque

d’extrait.
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1.2 Piégeage du radical DPPH*®

A partir des équations des régressions linéaires des courbes ayant des allures linéaires et
logarithmiques représentés dans les figures 45, 46, 47, 48 et 49 les concentrations (ICso)
nécessaires pour réduire 50 % du radical (DPPH®) sont calculées graphiquement. La référence
utilisée pour ce test est I’acide ascorbique a différentes concentrations. Les valeurs des (ICso)

sont représentées dans le tableau 22.

Pour chaque extrait, une série de concentration est préparée, les pourcentages d’inhibition
sont ainsi obtenus a partir des absorbances, les résultats sont représentés sous forme de
graphiques de pourcentages d’inhibition du radical libre (DPPH®) en fonction de diverses
concentrations pour chaque extrait. Aux termes des résultats réalis¢é nous avons noté une
progression de 1’activité antiradicalaire proportionnelle a 1’augmentation de la concentration
des extraits, aussi le pouvoir de piégeage du DPPH différe significativement d'un échantillon a

'autre.

D’une fagon générale, les différents extraits des champignons étudiés étaient moins
efficaces que le standard. Les profils de pouvoir antiradicalaire obtenus expriment que les
extraits E BS DCM, E_ SC DCM, E PEF AEEM, E SM_HM; E MB_HM ont présentés
a tres faibles concentrations, des pourcentages d’inhibitions tres intéressants. Les ICso sont de
I’ordre de 38,19 +2,22; 39,52 +£0,91 ;46,25 +1,15; 50,56 +1,74; 50,49 + 1,51 (ug/ml)
respectivement, qui peuvent étre comparable a deux fois la valeur de c’elle de 1’acide
ascorbique, I’ICsp est 21,34 + 0,44 (ug/ml). En ce qui concerne les extraits, E PEF_AEEM,
E_SM_HM, E MB_HM il nous semble que le pouvoir antiradicalaire est notamment li¢ a la
possession de composés phénoliques, leur fonction de réducteur de radicaux libres est en effet

largement indiquée dans de nombreux travaux.

Cependant, a travers les résultats enregistrés avec les extraits de E_BS DCM,
E_SC_DCM, il apparait que l'activité n'est pas en relation avec les composants phénoliques,

peut-étre s'agit-il d'autres molécules qui ne sont pas traitées dans cette étude.
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Figure 45 : Pourcentages d’inhibition du radical libre (DPPH®) en fonction des concentrations

des extraits HM
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Figure 46: Pourcentages d’inhibition du radical libre (DPPH®) en fonction des concentrations
des extraits Hx
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Figure 47: Pourcentages d’inhibition du radical libre (DPPH®) en fonction des concentrations
des extraits DCM
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Figure 48: Pourcentages d’inhibition du radical libre (DPPH®) en fonction des concentrations
des extraits AEEM
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Figure 49: Pourcentages d’inhibition du radical libre (DPPH®) en fonction des concentrations

de I’acide ascorbique (antioxydant de référence)
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Tableau 22 : Résultats des activités antioxydante (Moyenne = EM, n=3).

Extraits CAT (ug EAA/mg DPPH (ICso pg/ml) ABTS (ICso pg/ml) FRAP (ECso mg/ml)
Ext-s)
Ac. Asc / 21,34 + 0,44f 49.27 + (0.349% 0,052 +0.37¢
E PEF 36,68 +0,21° 79,65 + 8,52 60,97 0,314 0,775 £ 0.079%
E SM 18,45+0,14¢ 50,56 +1,74°" 42,58 +£0,72¢0) 2,708 + 0,344
< EBS 556+ 2,620 159,85 £3,65°™ 148,94+ 8,63 2209 +0,140°
= E MB 4703+0,22*° 5049 +1,51°" 55,77 £ 0,389 0,691 £ 0,065
E TP 442+0,19" 778,14 £14,07°"" 310,86+ 6,14 3242 +0.345?
E SC  995+0,12° 26506 +7,60° 183,18 +0,86"" 0,851 +0,029°
E TC 26,14+0,22° 251,09 £6,36 177,64 0,91 0,456 + 0,021
Ac. Asc / 21,34 £ 0,44° 49.27 + 0.34° 0,052 + 0.37°
E PEF 421+0,16° 26596 +14,55" 167,48 £3,09°" 1,932 +0.394°
E SM  3,68+0,14b° 105,92 +2.38%"" 154,94 +532""" 0,838 +0,073°
w4
= | EBS 225+0,111c* 131,51 +13,98%" 188,61 +11,33"™ 0,889 +0.033°
E MB 2,66+0,14b% 376,63 +6,65*™"  333,8+13,23*""  0,275+0.013°
E TP 1,66+0,17¢ 56547 +53,17°" 319,76 £47,15°" 3,928 +0,546°
E SC 8,73+0,95 376,63 6,659 42,39 +1,37 0,726 + 0,036°
Ac. Asc / 21,34 + 0,44¢ 49.27 + 0.34° 0,052 + 0.37°
E PEF 234£0,17° 946,27 £35,18%" 1224,61 47,95 1,932+ 0,394
% E SM  3,58+0,19¢ 138,38 +17,42°" 133,57+ 16,30 0,859 + 0,045°
/| EBS 11,12+0,32> 38,19 £2,22¢ 25,95 £ 1,81°" 0,296 + 0,012
E_MB Nd Nd Nd Nd
E TP 466+0,28° 290,57 +5,63°" 175,93 +545°" 0,612+ 0.056>
E SC 18,29+027* 39,52 £0,914™ 10,72 £ 0,24 0,046 £ 0.002°
Ac. Asc / 21,34 £ 0,44° 49.27 + 0.34° 0,052 +0.37°
E PEF 56,51£0,27° 46,25+ 1,15%" 37,03+ 0,417 0,175 £0.006
E SM 1562+025 103,33 £4,39" 86,23 + 8,28 0,090 + 0.004°
5 E BS 3129+1,43> 653,86 £20,34""  5788+9,83"" 0,062 +0.008*
=
< E_MB 5488+0,25° 55,00 5,654 38,02 £ 1,17 0,175+ 0,012¢
E TP 14,99+ 0,46° 19947 +8,66°  19841+39,77°" 0,157 +0.014°
E SC 11,45+0,519 80,06 + 1,85 69,63 +5,41¢ 0,070 = 0.0142

E_PEF Extrait de P. eryngii var. ferulae; E_SM Extrait de S.mediterraneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB
Extrait de M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T.
claveryi. HM.hydrométhanolique préparé par Macération; Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM (Acétone
(20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)). Ac. Asc : Acide ascorbique. Nd : Non

déterminé par manque d’extrait.

a-f . . - -y A s
Les échantillons qui ne sont pas associés par la méme lettre sont considérés comme

significativement différents a p <0,05, selon le test de comparaison multiple de Tukey (Comparaison entre les champignons
pour chaque extrait). Comparé au standard : (ns : non significatif, *: p < 0,05, ** p < 0,01 *** p <0,001).
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1.3 Piégeage du radical ABTS**

Les résultats sont représentés sous forme de courbes d’une régression plus ou moins
linéaires ou logarithmiques. Le contrdle positif utilisé pour cette activité est I’acide ascorbique

testé a différentes concentrations, les calculs sont effectués comme décrit précédemment pour

le DPPH.

Les mesures du test ABTS ont montré une capacité de piégeage 1égérement importante a
celle de la procédure DPPH. Les données du tableau 22 et les figures 50, 51, 52, 53 et 54

indiquent que l'activité de piégeage du radicale ABTS varie considérablement entre les

différents extraits.

L'activité de piégeage ABTS exprimée en ICso a montré que six extraits ont présenté des
efficacités antioxydantes supérieures a celles de 'acide ascorbique qui a enregistré une 1Cso de
I’ordre de 49,29 + 0,34 pg/mL, de ce fait, ’E_SC_DCM a révélé l'activité la plus puissante en
enregistrant une ICso de I’ordre de 10,72 + 0,24 pg/mL, les autres sont E_BS DCM,
E_PEF_AEEM,E MB_AEEM, E_SC _Hxet E_SM_HM respectivement de I’ordre 25,95 +
1,81;37,03 £0,41; 38,02 £ 1,17 ;42,39 +£1,37; 43,13 + 3,98 pg/mL.
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Figure 50: Pourcentages d’inhibition du radical libre (ABTS®) en fonction des concentrations
des extraits HM
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Figure 51: Pourcentages d’inhibition du radical libre (ABTS®) en fonction des concentrations
des extraits Hx
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Figure 52: Pourcentages d’inhibition du radical libre (ABTS®) en fonction des concentrations
des extraits DCM
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Figure 53: Pourcentages d’inhibition du radical libre (ABTS®) "en fonction des concentrations
des extraits AEEM
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Figure 54: Pourcentages d’inhibition du radical libre (ABTS®) en fonction des concentrations
de I’acide ascorbique (antioxydant de référence)

1.4 Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

La valeur ECso, correspond a la concentration effective pour laquelle 1'absorbance est
équivalente a 0,5. Il s’agit d’un indicateur servant a exprimer et & comparer la capacité de

réduction des ¢léments bioactifs. Le tableau 22 rapporte les valeurs ECso des extraits étudiés.

En vue de déterminer le potentiel réducteur (FRAP), pour chaque extrait une série de
préparation a été ¢laborée, 'augmentation de I'absorbance dans le milieu réactionnel correspond
a une progression proportionnelle du pouvoir réducteur des extraits étudiés. Ces données ont

ainsi conduit a la réalisation de graphiques plus ou moins linéaires ou logarithmiques.

Les figures 55, 56, 57, 58 et 59 font apparaitre que le pouvoir réducteur est influencé par
la concentration de 1'extrait. Les résultats ont révélé une progression proportionnelle du pouvoir

réducteur avec la progression des concentrations des extraits étudiés.

L'extrait d'/E_SC_DCM a enregistré un important pouvoir réducteur du fer avec un ECso
de I’ordre de 0,046 + 0,002 mg/mL ce qui est avéré méme supérieur a celui de I'acide ascorbique
qui a donné un ECs¢ de 0,052,70 + 0,37 mg/mL. D'autre part, le pouvoir réducteur du fer est
proche de celui de l'acide ascorbique pour les extraits E_ BS AEEM, E_SC_AEEM,
E_SM_AEEM qui ont donné des ECso respectifs de I’ordre de 0,062 = 0,008 ; 0,070 + 0,014 ;
0,090 £ 0,004 mg/mL. D'autre part, le constat fait sur le pouvoir réducteur du fer en présence
des extraits préparé¢ a base d’hexane est trés faible par comparaison avec celui constaté¢ en

présence de l'acide ascorbique.
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Figure 56: Pouvoir réducteur de fer en fonction des concentrations des extraits Hx
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Figure 57: Pouvoir réducteur de fer en fonction des concentrations des extraits DCM
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Figure 59: Pouvoir réducteur de fer en fonction des concentrations de I’acide ascorbique

(antioxydant de référence).
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2 Recherche de P’activité anti-inflammatoire

L'étude de l'activité anti-inflammatoire des extraits a été réalisée en utilisant la méthode
de dénaturation de l'albumine bovine et la méthode de stabilisation de la membrane

érythrocytaire humaine (test d'hémolyse induite par la chaleur).
2.1 [Inhibition de la dénaturation thermique des protéines

Pour étudier l'activité anti-inflammatoire in vitro, la méthode de dénaturation des
protéines de sérum albumine bovine (BSA) est donc la plus convenable, trés pratique car une
exposition a des températures élevées engendre une dénaturation de cette BSA. L'albumine
parmi les protéines les plus courantes dans le plasma sanguin connue pour sa capacité a interagir
et a transférer un large éventail de substances d'une part et d'autre part permettant de
s¢lectionner des nouveaux principes thérapeutiques a partir de produits naturels de manicre
¢thique sans avoir recours a des tests sur des animaux. La dénaturation des protéines signifie la
perte des propriétés biologiques de ces molécules. Elle est responsable de la cause de
l'inflammation dans des conditions bien déterminées. En conséquence, la prévention de la
dénaturation des protéines peut également contribuer a prévenir les états inflammatoires.
Certaines maladies chroniques, telles que la polyarthrite rhumatoide, le diabéte, 1'athérosclérose
et les troubles neurologiques, peuvent étre générées par une inflammation chronique ou des
especes radicalaires et une surproduction de médiateurs pro-inflammatoires (Rathisre et al.,

2013; Furman et al., 2019).

D’apres les résultats représentés dans le tableau 23 et les figures 60, 61, 62 et 63 nous
constatons que le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de 1'albumine, par les différents
extraits ainsi que le Diclofénac utilis¢é comme standard est directement proportionnel a la

concentration.

L’extrait E TC_HM a une concentration de 93,5 ug /mL a donné une meilleure
inhibition de la dénaturation de la BSA avec un pourcentage de 29,80 + 1,83 % et est proche de
celle du Diclofénac a la concentration de 75 mg/3mL qui considéré comme un médicament
anti-inflammatoire utilisé comme standard et qui a exercé un pourcentage d'inhibition de 31,37

+ 2,09 % a une concentration similaire.
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Les extraits de E BM_HM, E TC HM et E PEF HM a une concentration de
1500pug/mL ont aussi révélé des taux d’inhibition acceptable respectivement de 1’ordre 85,88 +
0,78, 83,53 + 1,57 et 78,43 + 0,52%, de son coOté le diclofénac a exercé un effet anti-

inflammatoire avec un pourcentage de 98,43 + 0,52% a la concentration de 1500 pg/mL.

Pour les extraits obtenus par 1’hexane aucun résultat intéressant n’a été enregistré, par
contre pour le solvant de dichlorométhane et a une dose de 1500 pg/mL, I'extrait E PEF_DCM
a monté un effet anti-inflammatoire important de ’ordre de 87,45+1,31%. Alors que pour le
mélange de solvants (AEEM) a donné un taux intéressant pour 1’extrait E MB_AEEM a la
concentration de 750 pg/mL avec un pourcentage de 80,39+1,31%, comparé au standard qui a
donné un pourcentage d’efficacité de 92,16 + 1,31% a la méme concentration, cependant a la
concentration de 1500 pg /mL les extraits E MB_AEEM et E PEF_AEEM ont donné des

résultats prometteurs avec des pourcentages respectifs de 87,06+0,78 et 80,39+1,83%.

Cet effet bénéfique peut étre di a la présence de polyphénols dans les extraits
E MB HM, E TC_HM, E PEF DCM, E MB AEEM et E PEF_AEEM car il a été
montré, dans diverses études in vivo et in vitro, que les polyphénols diminuent les marqueurs
de l'inflammation (Gonzalez-Gallego et al., 2010; Heendeniya et al., 2018) et agissent sur de
nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de signalisation de I'inflammation

(Santangelo et al., 2007; Yahfoufi et al., 2018).
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Figure 60: Effet des extraits HM et de standard (DIC) sur la dénaturation de BSA en

pourcentage d’inhibition
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Figure 62: Effet des extraits DCM et de standard (DIC) sur la dénaturation de BSA en %
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Figure 63: Effet des extraits AEEM et de standard (DIC) sur la dénaturation de BSA en %
d’inhibition
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Tableau 23 : Pourcentages d’inhibition de la dénaturation de BSA par les extraits testés

Extraits 93,5 (ng /mL) 187 (ug /mL) 375 (ng /mL) 750 (ng /mL) 1500 (ng /mL)
DIC 31,37+ 2,092 52,16+ 2,09 74,51+ 2,09 92,16+ 1,31° 98,43+ 0,522

E PEF 21,96+1,31°" 34,51+ 0,52°" 57,65+ 0,78 71,37+ 0,52 78,43+ 0,52

E SM  23,5341,57°"  40,39+2,09°" 47,06+ 3,14 60,78+ 0,52 71,37+ 1,314

. E BS 235+157™" 10,20+ 1,83 18,82+ 1,57 34,12+ 235" 37,65+ 1,57

T E MB 1647+ 1,577 36,08+ 1,83  50,20+1,31°™" 74,12+ 0,78 85,88+ 0,78""""

E TP 9,80+ 1,31  23,53+1,57"" 30,59+ 1,579 34,12+ 1,57 38,82+ 0,78

E_SC 3,14+ 1,057 8,63+ 1,315 23,53+1,57%"™" 33,33+ 1,31 40,00+ 1,57

E TC 29,80+1,83®™)  46,67+3,40°™)  50,59+3,14*™ 69,41+ 1,57 83,53+ 1,57°"
DIC 31,37+ 2,09° 52,16+ 2,09 74,51+ 2,090 92,16+ 1,31° 98,43+ 0,52°

E PEF 3,53+0,78"" 6,67 +0,52° 10,59+ 0,78 11,37+ 1,31 24,31+ 1,314

E SM  1,57+0,52°" 3,92 +0,52°¢"" 7,45+ 0,52 14,51+ 1,31 19,22+ 1,314

£ EBS  0,78+0,52" 1,57+0,52"" 43140529 549+0,52""  941+1,57"

E MB 7,06+ 1,57 13,33+ 1,05°" 17,25+ 1,05 24,71+ 0,78 43,92+ 1,05

E TP  745+0,52"" 11,37+0,52°" 14,90+ 1,31°"" 21,96+ 1,31°™  34,51+2,61°"

E SC  1,57+0,52°" 2,75+0,529"  510+0,529" 549+0,529" 9,02+1,31<"
DIC 31,37+ 2,09° 52,16+ 2,09 74,51+ 2,090 92,16+ 1,31° 98,43+ 0,52°
E_PEF  17,25£1,83" 30,98+ 1,05"" 60,78+ 1,83"" 78,43+2,09°" 87,45+ 131"

= ESM 706+ 1,57 20,78+ 1,31 36,08+ 1,834 53,33+ 1,05 58,43+ 1,314
2 | E_BS 9,02+ 1,31 22,75+ 1,317 4235+ 1,577 57,65+ 1,577 65,88+ 1,57

EMB  627+1,05 20,00+ 0,78 30,20+ 1,319 45,88+ 1,57 61,57+ 1,314

E TP 8,63+£0,52°  6,67+0,52"  6,27+0,52"  431+0,52""  3,14+0,52""

E_SC 2,75+0,52¢ 6,67 +0,529" 10,98+ 1,05 18,43+ 1,31 23,92+ 1,31
DIC 31,37+ 2,09° 52,16+ 2,09 74,51+ 2,090 92,16+ 1,31° 98,43+ 0,52°

E PEF 20,78+ 1,83 37,65+ 1,57°" 56,08+ 1,05 69,02+ 6,80 80,39+ 1,83

E E SM 17,25+ 1,05 30,20+ 1,319 49,02+ 1,839 62,35+ 0,78 70,20+ 1,319

ﬁ E_BS 1,96 £0,52°"  431+0,52°""  7.45+0,52"" 12,16+ 1,31 18,43+ 1,318

E MB 21,96+ 1,31°" 45,88+ 1,57°®™) 64,71+ 1,57°"" 80,39+ 1,31°™" 87,06+ 0,78
ETP 196+0,52°"  7,45+0,52°" 13,33+ 1,31 20,78+1,31%™" 32,16+ 1,317

E SC 3,92+ 1,05  7,45+1,055" 14,90+ 1,31 2627+ 1,314 45,10+ 1,05

E_PEF Extrait de P. eryngii var. ferulae; E_SM Extrait de S.mediterraneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB
Extrait de M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T.
claveryi. HM.hydrométhanolique préparé par Macération; Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM ( mélange

de solvants). DIC : Diclofénac. *® Les échantillons qui ne sont pas associés par la méme lettre sont considérés comme
significativement différents a p <0,05, selon le test de comparaison multiple de Tukey (Comparaison entre les champignons

pour chaque extrait). Comparé au standard : (ns : non significatif, *: p < 0,05, ** p < 0,01 *** p <0,001).
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2.2 Test de la stabilisation de la membrane érythrocytaire (Test d'hémolyse

induite par la chaleur)

D'apres les données présentées dans le tableau 24 et les figures 64, 65, 66 ct 67 les
extraits E_TC_HM et E_TC_MB ont protégé la membrane érythrocytaire humaine contre la
lyse induite par la chaleur, comme le montre le pourcentage ¢levé d'inhibitions de I'hémolyse
53,74 £ 1,94% et 48,00 £ 1,40% respectivement qui ont méme dépassé 1’efficacité¢ de 1'acide
acétyle salicylique a 250 pg/mL qui a enregistré un pourcentage d’efficacité de I’ordre de 47,10
+ 1,14%, de son coté I’extrait d’E_TC_MB a donné également un meilleur pourcentage méme
a 500 pg/mL, 75,50 £ 0,86% contre 73,10 £ 1,16% enregistré pour I’ASA a la méme
concentration, tandis qu'a 1000 pg/mL, le pourcentage était comparablement équivalent. Les

pourcentages les plus réduits ont été enregistrés pour 1’extrait de E_SC_HM.

Par ailleurs, I’indométhacine (IND) un médicament anti-inflammatoire non stéroidien
utilis€ comme standard dans cette étude a montré l'inhibition maximale de (94,84 + 0,06 %) a
une concentration de 250 pg/mL, tandis que l'acide acétyle-salicylique a montré 91,70 + 0,99%
a une concentration de 1000 pg/mL. Les pourcentages d'inhibition de la lyse révélés par les
différentes doses de tous les extraits testés étaient bien plus faibles que ceux obtenus pour 250
ng/ml d'indométhacine. Dans ce contexte, la capacité d'inhibition maximale de I'hémolyse des
globules rouges a été observée pour I’extrait de E_TC_HM qui d’est traduit par un pourcentage

d’inhibition de I’ordre de 85,42 + 2,49 %.

Les extraits de E PEF_AEEM et E MB_AEEM présentent de plus forts pourcentages
d'inhibition de I'némolyse respectivement de 61,05 £ 1,09 et 61,82 + 1,62% par rapport a I'acide
acétyle salicylique a 250 pg/mL. A une concentration de 500 pg/mL les pourcentages de ces
deux extraits ont été comparable a l'acide acétyle salicylique, tandis qu’a 1000 pg/mL ils ont

¢té faibles. La valeur la plus limité d'inhibition de 1'hémolyse a été relevé pour E_ TP AEEM.

Quant aux extraits obtenus par dichlorométhane, nous n’avons constaté aucun résultat de
cette activité, par revanche ceux obtenus par I’hexane, E MB Hx ont fait apparaitre un
pourcentage d'inhibition de 1'hémolyse de 49,44 + 0,35% et qui s’est révélé bien supérieur a
celui de l'acide acétyle salicylique a 250 pg/mL, tandis qu'a toutes les autres concentrations, les
résultats des extraits sont nettement inférieurs a ceux de la référence. De leurs cotés les extraits
qui n’ont manifesté aucune protection ou avec les treés faibles pourcentages sont E BS HXx,

E_SC Hx,E SC_DCM et E_ TP DCM.
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Figure 64 : Pourcentage d'inhibition de I'hémolyse induite par la chaleur au moyen d'extraits
HM et de standards (ASP et IND)
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Figure 65 : Pourcentage d'inhibition de I'hémolyse induite par la chaleur au moyen d'extraits
Hx et de standards (ASP et IND)
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Figure 66 : Pourcentage d'inhibition de I'hémolyse induite par la chaleur au moyen d'extraits
DCM et de standards (ASP et IND)
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Figure 67: Pourcentage d'inhibition de I'hémolyse induite par la chaleur au moyen d'extraits

AEEM et de standards (ASP et IND)
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Tableau 24 : Effet des extraits et des standards (ASA et IND) sur I'hémolyse de la membrane

érythrocytaire induite par la chaleur en pourcentage d’inhibition (Moyenne + EM, n=3)

Extraits 250 (ng/mL) 500 (ng/mL) 1000 (ng/mL)
ASA 47,10+ 1,14° 73,10 + 1,16 91,70 + 0,99°
IND 9484 +0,06 / /
E_PEF 3589+ 1,48% 50,84 + 2,40 75,27 £ 0,93
E SM 23,50 +£ 0,98 36,13+ 1,194 48,89 + 0,83
= E_BS 20,34 £ 0,757 21,61 +0,20°" 23,01 £ 0,31
T E_MB 48,00 £ 1,40°°M) 7550 + 0,86°") 82,48 + 0,99
E_TP 32,60 + 2,749 54,68 + 1,80 58,25 + 1,059
E_SC 7,58 + 1,577 10,54 + 1,00™ 13,61 + 0,978
E TC 53,74 £1,94°0) 63,50 + 1,26 85,42 + 2,495ms)
ASA 47,10+ 1,14° 73,10 + 1,16° 91,70 + 0,99
E_PEF 40,76+ 1,19 44,49 + 1,82 48,66 + 1,17
E SM 24,01 £ 0,699 2528 +0,28"" 27,41 + 0,39
G E_BS 15,14 + 0,48 10,45 + 0,802 7,49 + 0,648
E_MB 49,44 + 0,359 50,88 + 0,46 52,09 + 0,30"""
E_TP 37,95 + 0,86°" 39,50 + 0,584 40,52 + 0,484
E_SC 12,12+ 0,965 14,39 +0,34™" 16,21 + 0,53
ASA 47,10+ 1,14° 73,10 + 1,16° 91,70 + 0,99
E PEF  2637+0,779" 31,31 £ 1,25 38,35 + 1,33
E SM 37,52+ 1,11¢" 41,27 + 0,79 46,28 + 1,04
5 E_BS 38,13+ 0,57 42,72+ 0,28 44,95 + 0,43
= EMB  Nd Nd Nd
E_TP 12,32 +0,71"" 9,17+ 0,854 6,49 + 1,00
E_SC 25,73 + 1,534 27,68+ 1,17 29,76 + 0,664
ASA 47,10 + 1,14¢ 73,10 + 1,16 91,70 + 0,99°
E_ PEF 61,05+ 1,09 65,02+ 1,34" 75,08 + 0,59
E SM 23,01 £ 1,267 30,10 + 0,844 43,46 +2,71¢""
E E_BS 29,37 +£ 1,199 31,09 + 0,604 36,38 + 2,119
5@ E_MB 61,82 + 1,62 67,43 + 1,15 76,70 + 1,97
E_TP 13,50 + 1,555 15,06 + 1,43 17,18 + 0,83¢"*"
E_SC 21,56+ 1,71 3577 +1,37"" 41,87 + 14204

E_PEF Extrait de P. eryngii var. ferulae; E_SM Extrait de S.mediterraneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB Extrait de
M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T. claveryi.
HM . hydrométhanolique préparé par Macération; Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM (Acétone (20%) + eau distillée

(10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)). IND : Indométhacine ; ASA : Acide Acétyle Salicylique. &8 Les
échantillons qui ne sont pas associés par la méme lettre sont considérés comme significativement différents a p <0,05, selon le
test de comparaison multiple de Tukey (Comparaison entre les champignons pour chaque extrait). Comparé au standard : (ns :

non significatif, *: p < 0,05, ** p < 0,01 *** p <0,001). Nd : Non déterminé par manque d’extrait.
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3 Evaluation de DPactivité inhibitrice de 1'a-amylase -Recherche de Dactivité

antidiabétique

Les différents extraits des champignons étudiés ont été soumis a une évaluation de leur
activité antidiabétique réalisée in vitro basée sur la méthode d'inhibition de I’enzyme a-

amylase.

Les figures 68 ,69, 70 et 71 illustrent les résultats des taux d'inhibition de l'enzyme a-
amylase par chaque type d'extrait comparé a celui de l'acarbose utilis¢ comme molécule
antidiabétique de référence (Fig. 72). La concentration inhibitrice de 50 % (ICso) de cet enzyme
a été calculée en fonction des équations des courbes de régression logarithmique. Le tableau
25 détaille les résultats des ICso issus de 1'évaluation de l'activité inhibitrice des extraits de
champignons étudiés sur l'a amylase. D’aprés les figures 68 ,69, 70 et 71 il apparait que le
pourcentage d'inhibition est variable d'un extrait a l'autre en suivant la concentration utilisée de

fagon dose-dépendante.

Comparativement a I’ICso de 'acarbose qui est de 0.045,13+2,38 mg/mL, les extraits de
champignons montrent un faible effet inhibiteur sur I’activité alpha-amylasique. Comparé au
témoin, les extraits E TC_HM et E_ MB_DCM présentent un effet inhibiteur assez moyen sur
l'activité a-amylase respectivement de 1'ordre de 0,124+0,005 mg/mL et 0,125+0,021 mg/mL.
Cependant, les extraits d’E_SC_Hx et E_ BS Hx ont enregistré le pouvoir inhibiteur le plus
faible avec des ICso respectifs de 1'ordre de 3,804 + 0,246 mg/mL et de 3,412 £+ 0,028 mg/mL.
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Figure 68 : Pourcentage d'inhibition de I'enzyme a-amylase en fonction des concentrations
des extraits HM
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Figure 69 : Pourcentage d'inhibition de I'enzyme a-amylase en fonction des concentrations
des extraits Hx
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Figure 70 : Pourcentage d'inhibition de l'enzyme a-amylase en fonction des concentrations
des extraits DCM
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Tableau 25: Concentration inhibitrice a 50% (ICso) de l'activité a-amylase en (mg/mL) des

extraits des différents champignons étudiés et de 1'acarbose (Moyenne + EM, n=3)

Extraits ICso @ -amylase (mg/mL)

Acarbose 0,0451 + 0.002f

E_PEF 0,278 + 0,0104*

E_SM 0,923 £+ 0,009*"*

= E_BS 0,875 +0,019*""
== E_MB 0,192 + 0,003
E_TP 0,799 + 0,043

E_SC 0,527 + 0,008

E_TC 0,124 + 0,005

Acarbose 0,0451 = 0.002°

E_PEF 1,241 + 0,082¢"

E_SM 2,302 £ 0,018

L E_BS 3,412 + 0,028
E_MB 0,140 +0,011¢"

E_TP 0,878 + 0,0439*

E_SC 3,804 + 0,246

Acarbose 0,0451 + 0.002¢

E_PEF 1,447 + 0,068%"*"

E_SM 0,419 £ 0,012

2 E_BS 0,261 + 0,010°**

a E_MB 0,125 + 0,021%"
L_1F 0,341 = 0,029

E_SC 0,270 + 0,017¢"

Acarbose 0,0451 £ 0.002°¢

E_PEF 0,237 + 0,006

E_SM 0,146 + 0,006%*
é E_BS 0,228 + 0,006°¢**
. E_MB 0,365 + 0,013
E_TP 1,192 + 0,053%"*"

E_SC 0,367 + 0,018

E_PEF Extrait de P. eryngii var. ferulae; E_SM Extrait de S. mediterraneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB Extrait de
M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T. claveryi.
HM . hydrométhanolique préparé par Macération; Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM (mélange de solvants).
Acarbose : molécule de référence. . *f Les échantillons qui ne sont pas associés par la méme lettre sont considérés comme
significativement différents a p <0,05, selon le test de comparaison multiple de Tukey (Comparaison entre les champignons
pour chaque extrait). Comparé au standard : (ns : non significatif, *: p < 0,05, ** p < 0,01 *** p <0,001).
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4 Recherche de activité anti-hémolytique

L’¢évaluation de I’activité anti-hémolytique permet de surveiller in vitro 1’effet anti-
radicalaire de substances naturelles présentes dans les extraits des champignons étudiés, pour

une meilleure protection des érythrocytes face a la lyse oxydative engendrée par I'AAPH.

La capacité des érythrocytes a résister et a supporte les agressions radicalaires est évaluée
par le temps requis pour la lyse de 50% des hématies (HTso). La disparition graduelle et
progressive des hématies peut étre suivie en mesurant la décroissance de 1'absorbance a 620 nm.
La mise en ceuvre de ce test dans des microplaques a 96 puits rend possible de traiter un tres

large nombre d'échantillons.

Les résultats sont représentés en tant que courbe de I'hémolyse de forme sigmoide, en se
référant a un témoin négatif et en comparant avec un standard. L’acide ascorbique (Ac-Asc) est

utilisé comme molécule de référence.

La résistance des érythrocytes aux radicaux libres doit se traduire par une courbe
d'hémolyse avec une HTso plus élevée dans les extraits par rapport au contrdle négatif (témoin
ou hémolyse compléte).et pour juger qu'il s'agit d'une ou de plusieurs substances prometteuses,
le HTso doit étre supérieure au standard. Une valeur HTso haute indique par conséquent que
l'extrait a considérablement amélioré le systetme de fonctionnement du mécanisme

antiradicalaire des érythrocytes.

A partir des cinétiques d'hémolyse obtenues, les valeurs HT 50 (demi temps d'hémolyse
en minutes) et AT (différence entre HTso de I'extrait HTso du témoin) ont été calculées pour

chaque extrait a différentes concentrations a savoir 25, 50, 100 et 200 pg/mL.

Pour savoir s'il existe une corrélation linéaire entre la concentration de l'extrait et le temps
de demi-hémolyse (HTs0), les valeurs AT ont été calculé. Le temps de demi hémolyse du témoin

(absence de l'extrait) est de 83,81+1,74 min.

Les résultats HTso et AT des extraits sont rapportés dans les tableaux 26 et 27. Les valeurs
HTso et AT de chaque extrait sont rappelés en annexe 3 pour mieux présenter l'effet de chacun

séparément.
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4.1 Evaluation de la capacité anti-hémolytique en présence d'extraits préparés

par macération (HM)

A partir des résultats obtenus, exposés aux figures 73, 77, 78 et 79 nous avons constaté
que tous les extraits hydro-méthanolique ont entrainé un retard de 1'hémolyse d’une maniére
dose dépendante par rapport au Témoin (83,81£1,74 min), mais sont restés inférieurs au
standard. Les extraits E MB et E_TC, a toutes les doses étudiées, ont fourni des HTso assez
proches du standard, tandis que la concentration de 200pg/mL de E_PEF a présenté un résultat

assez semblable.

Un effet dose-dépendant décroissant de I'E_BS sur les défenses antioxydantes globales a
¢été noté et ce qui est bien indiqué par les résultats de AT (Fig. 78) et (Annexe 3). De méme,
une excellente linéarité est relevée pour le standard (Ac-Asc) et E_PEF (R?= 0.9321 et R>=
0.993 respectivement). La décroissance est bien observée pour I'E_BS avec une assez bonne

linéarité de (R?>= 0.8899) (Fig. 79).

4.2 Evaluation de la capacité anti-hémolytique en présence d'extraits préparés

par (Hx)

Sur la base des résultats illustré dans les figures 74, 77, 78 et 79 nous pouvons considérer
que tous les extraits E PEF Hx, E SM Hx et E MB Hx ont provoqué¢ un retard de
'hémolyse par rapport au Témoin (83,81+1,74 min), mais que ce retard est resté largement en
dessous du standard. Par contre les extrait E. BS Hx, E TP_Hx et E_SC_Hx ont présenté des
AT négatifs (Fig. 78) et (Annexe 3). Un effet dose-dépendant décroissant de deux extraits
E _BS Hx et E SM_Hx a ¢été¢ observé (Fig. 74, 77 et 78). 1l est également intéressant de noter
qu'une excellente linéarité décroissante est enregistrée pour E_BS_Hx (R>=0.9965). Une bonne

linéarité est aussi trouvée pour E_SM_Hx (R?= 0.9057) (Fig. 79).

4.3 Evaluation de la capacité anti-hémolytique en présence d'extraits préparés

par (DCM)

A la lecture des résultats rapportés dans les figures 75, 77, 78 et 79 nous pouvons
considérer que tous les extraits ont entrainé un retard de I'hémolyse par rapport au Témoin de
manicre dose-dépendante, a l'exception de I'E_TP_DCM qui a montré un AT négatif pour la

concentration (200pg/mL) (Fig. 78) et (Annexe 3).
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Toutes les concentrations (25, 50, 100, 200 pg/mL) de I'extrait E MB_DCM ont montré
un HTs0 (199,09 + 1,85 ; 203,52 £2,53 ;221,71 £ 0,79 ; 230,03 + 2,31 min respectivement) et
un AT (115,28 +1,85; 119,71 +£2,53; 137,90 + 0,79 ; 146,22 + 2,31 min respectivement) plus
¢levés que l'acide ascorbique (HTso 179,66 = 0,66 ; 194,17 £ 0,66 ; 208,23 + 0,52 ; 224,15 +
0,65 respectivement) (AT 95,84 + 0,66; 110,35 = 0,66 ; 124,42 + 0,52 ; 140,34 = 0,65

respectivement).

Cette activité est illustrée par un déplacement considérable des sigmoides de I'hémolyse

vers la droite (Fig. 75) et par conséquent I'augmentation de HTso (Fig. 77) et (Annexe 3).

Nous avons enregistré un bon profil linéaire pour E TP DCM (R?= 0,9914) ,
E_PEF _DCM (R?>=0,9078) et E MB_DCM (R*= 0,8989). La linéarité de standard (Ac-Asc)
est de ’ordre de (R?=0.9321) (Fig. 79).

4.4 Evaluation de la capacité anti-hémolytique en présence d'extraits préparés
par (AEEM)

L'analyse des résultats illustré dans les figures 76, 77, 78 et 79 a fait apparaitre que tous
les extraits obtenus par le mélange de solvants (AEEM) ralentissent I'hémolyse en regard du
Témoin, sauf pour E_TP_AEEM, dans lequel la HTs¢ est inférieure a celle du Témoin, ou on
note un déplacement des sigmoides d'hémolyse vers la gauche et par conséquent le AT est

négatif (Fig. 78) et (Annexe 3).

Nous pouvons ainsi constater que l'effet anti-hémolytique des deux extraits
E_PEF_AEEM et E MB_AEEM a révélé une activité considérable exprimée par une
prolongation de la HTso (Fig. 77) et par suite le AT (Fig. 78) par rapport au standard (Fig. 73).

La relation entre AT et les concentrations d'extrait E PEF_AEEM et E MB_AEEM fait
apparaitre une bonne linéarité de l'ordre de (R*= 0,8999) et (R?= 0,958) respectivement (Fig.
78) et (Annexe 3).

Toutefois, 'E_MB_DCM, I'E_PEF_AEEM et 'E_MB_AEEM ont manifest¢ une
activité anti-hémolytique plus puissante et plus intéressante que les autres extraits et également

plus performante que celle de la Vitamine C.
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Tableau 26 : Temps de demi-hémolyse (HTs0) en minutes pour différentes concentrations des
extraits de champignons étudiés (Moyenne + EM, n=3)

Extraits 25 (ng /mL) 50 (ng /mL) 100 (ng /mL) 200 (ng /mL)
AAPH 83,81+1,74"7" 83,81+1,74™" 83,81+1,74" 83,81+1,748""
Ac-Asec 179,66 + 0,66 194,17 + 0,66 208,23 + 0,52° 224,15 + 0,65
E_PEF  12654+0,86"" 144,53 +0,97°"" 162,56+ 0,52 206,35 + 0,95>""
ESM 110,33+ 1,90 138,91+ 1,14 16592+ 1,30 172,81 + 3,29
E_BS 123,48 + 0,894 113,13+ 0,94 99,67+1,282"" 91,06 +0,26"""
% EMB 16517+ 1,40°" 180,66+ 0,41°™ 192,93 0,46 196,26 + 0,82
E_TP 12356+ 1,929 144,82 +0,49°™ 177,48 +1,38%"" 184,84 +1,33¢"
ESC 11247+ 1,16" 137,602,059 148,61 + 1,457 167,55 +1,855""
ETC  17047+0,44" 182,92+ 1,63  203,47+0,26°"" 209,48 +0,51°""
AAPH 83,81+1,74°"" 83,81+1,74°"" 83,81+1,744""  83,81+1,74""
Ac-Asc 179,66 + 0,66 194,17 + 0,66 208,23 +0,52° 224,15+ 0,65
E_PEF  107,03+0,179" 113,93 +0,68%"" 111,49+ 1,47 139,48 + 3,22
ESM 163,06+ 1,80°" 143,18 + 1,22 147,76 +3,17°" 122,08 + 3,44
= EBS  7248+233™"  7099+037"" 66,64 + 0,957 57,07+ 0,60™"
EMB 12409+ 1,85%% 120,64 +0,93" 115,72+ 1,02 120,09 + 2,28
ETP  6505+2,165"" 71,84+ 1,007 75,95+0,327° 82,09 + 0,804
ESC 5464+ 151"  6385+0238""  68,74+036"  73,42+1290°"
AAPH 83,81+1,748"" 83,811,745 83,81+1,74" 83,81+1,74™""
Ac-Ase 179,66 + 0,66° 194,17 + 0,66° 208,23 +0,52° 224,15 + 0,65
EPEF  9452+0,17"" 93,94+ 1,04 124,63 + 0,777 140,65 + 1,405
= ESM 11428+ 1,80 162,82 +2,30"" 160,56+ 1,66 176,73 + 1,344
2 E_BS 165,37 + 2,33 176,07 2,07 178,96 + 1,394 186,22 + 1,24°™"
EMB 19909+ 1,85 203,52 +2,53" 221,71 +£0,79™* 230,03 + 2,313
ETP  106,32+2,165™" 100,12+ 1,64 9457+ 1,418 79,55+ 1,78"""
ESC  15957+1,51°" 178,24 +2,11° 187,07+ 1,77 200,04 + 2,76°"
AAPH 83,81+1,74°" 83,81+1,749" 83,811,749 83,81+1,749""
Ac-Asc 179,66 + 0,66 194,17 + 0,66 208,23 + 0,52° 224,15 + 0,65
E_PEF 180,12+ 1,37 191,74 +2,89%") 21427 +2,70*™) 226,64 + 2,32%(09)
2 ESM  13542+2,18°" 172,88 +2,33°" 183,25+ 1,87°" 192,44 + 1,50
2 E_BS 100,82 + 2,694 112,07 £2,29™ 130,10+ 1,70 140,95 + 2,69
EMB 17791+ 1,10™ 191,70 + 1,74°" 205,33 + 6,06°"™) 224,42 + 2,24%®)
ETP  6242+0,18™"  71,39+0465"  76,04+0,549"" 76,65+ 0,894
ESC 15889+ 1,72  169,42+0,31°"" 187,08 +2,22° 198,02 + 1,49*"

AAPH :Témoin (concentration fixée a 50 mM). Ac-Asc : Acide Ascorbique (molécule de référence). *" Les échantillons qui
ne sont pas associés par la méme lettre sont considérés comme significativement différents a p <0,05, selon le test de
comparaison multiple de Tukey (Comparaison entre les champignons pour chaque extrait). Comparé¢ au standard : (ns : non
significatif, *: p < 0,05, ** p < 0,01 *** p <0,001).
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Tableau 27: Temps d'hémolyse différé (AT) en minutes pour différentes concentrations des
extraits de champignons étudiés (Moyenne + EM, n=3)

Extraits 25 (ug /mL) 50 (ug /mL) 100 (png /mL) 200 (ng /mL)
Ac-Asc 9584 +0,66° 110,35+0,66° 124,42+0,52* 140,34 + 0,65
E_PEF 4273+086'  60,71+0,97"  7875+0,518° 122,54+0,95"
ESM  2652+1,90° 55,10+1,14°  82,11+1,30° 89,00 + 3,29°
= E BS 3966+0,89¢ 2931+094%9 1586+1,28%  7,25+0,26
= E_MB 8136+140° 96,85+0,41° 109,11 +0,46° 112,4+0,82¢
E_TP  3974+192¢  61,01+0,49¢ 93,67+1,38 101,03+ 1,33¢
E_SC 2866+1,16° 53,79+2,05  64,80+145"  83,74+1,85°
E_TC 86,66+0,44> 99.11+1,63*  119,65+0,26° 125,66+0,51°
Ac-Asc 9584 +0,66° 11035+0,66° 124,42+0,52* 140,34 £ 0,65°
E_PEF 2321+0,29¢ 30,12+0,680 27,68+ 1,47° 55,66+ 3,22°
ESM 7925+0,17° 5936+1,22°  63,95+3,17° 38,27+ 3,44°
= E_BS .11,34+0,54° -12,83+0,37° -17,18+0,95° -26,74 + 0,60"
E_MB 4028+5,07° 36,83+093°  31,90+1,02° 36,27 +2,28°
E_TP .1877+0,80" -11,98+1,09° -786+0,32¢  -1,72+0,80¢
E_SC  2917+0,708  -19,96+0,23"  -15,07+0,36° -10,40 + 1,29°
Ac-Asc 9584 +0,66°  11035+0,66° 124,42+0,52° 140,34 +0,65°
E_PEF 10,71 +£0,17°  10,13+1,04°  40,82+0,77"7 56,84 + 1,40°
= E_SM  3047+1.80"  79,01£230° 76,75+1,66°  92,92+1,34¢
2 E_BS 8156+233° 9225+207° 9515+139¢ 102,41 +1,.24°
E_MB 11528+1,85 119,71+2,53"> 137,90+0,79* 146,22 +231?
E TP 2251+2,16"° 1631+1,64° 10,75+ 1,418  -427+1,78F
E_SC 7575+£1,51° 9443+211°  103,25+1,77° 116,23 £2,76
Ac-Asc 9584 +0,66° 11035+0,66° 124,42+0,52* 140,34 £ 0,65°
E_PEF 9631 +137%°  107,92+2,89* 130,46+2,70° 142,83 +2,32°
§ E SM 51,61+2,18  89,07+233> 9943+1,87° 108,63 +1,50°
2 E_BS 17,01 +£2,69¢ 2826+229°  4629+1,70° 57,14 +2,69°
E_MB 0410+1,100 107,88+1,74* 121,52+6,06° 140,61 +2,24%
E TP .2140+0,18 -12,42+046¢ -777+0,54¢  -7,16+0,89¢
E_SC 7508+1,72° 8561+0,31>  103,2+2,22° 114,20 + 1,49°

E_PEF Extrait de P. eryngii var ferulae; E_SM Extrait de S.mediterrneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB Extrait de
M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T. claveryi. Ac-Asc :
Acide Ascorbique (molécule de référence). a-h Les échantillons qui ne sont pas associés par la méme lettre sont considérés
comme significativement différents a p <0,05, selon le test de comparaison multiple de Tukey (Comparaison entre les

champignons pour chaque extrait).
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Figure 73 : Courbes de cinétique de I'hémolyse érythrocytaire induite par ' AAPH en l'absence
(Témoin) et en présence de différentes concentrations d'extraits obtenus par HM et d’acide
ascorbique (Moyenne = EM, n=3)

E_PEF Extrait de P. eryngii var ferulae; E_SM Extrait de S.mediterrneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB Extrait de
M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T. claveryi.
HM hydrométhanolique préparé par Macération; Ac-Asc : Acide Ascorbique (molécule de référence).
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Figure 74 : Courbes de cinétique de I'hémolyse érythrocytaire induite par I'AAPH en l'absence
(Témoin) et en présence de différentes concentrations d'extraits obtenus par Hx (Moyenne +

EM, n=3)

E_PEF Extrait de P. eryngii var ferulae; E_SM Extrait de S.mediterrneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB Extrait de
M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus. ; Hx Hexane.
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Figure 75 : Courbes de cinétique de I'hémolyse érythrocytaire induite par I'AAPH en l'absence
(Témoin) et en présence de différentes concentrations d'extraits obtenus par DCM (Moyenne +
EM, n=3)

E_PEF Extrait de P. eryngii var ferulae; E_SM Extrait de S.mediterrneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB Extrait de
M.broomeianus; E_TP Extrait de 7. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T. claveryi. DCM
Dichlorométhane.
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Figure 76 : Courbes de cinétique de I'hémolyse érythrocytaire induite par ' AAPH en l'absence
(Témoin) et en présence de différentes concentrations d'extraits obtenus par AEEM (Moyenne

+ EM, n=3)

E_PEF Extrait de P. eryngii var ferulae; E_SM Extrait de S.mediterrneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB Extrait de
M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T. claveryi. AEEM
(Acétone (20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)).
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Figure 77 : Histogramme (HTs0) des temps de demi-hémolyse en minutes des différentes

concentrations des extraits HM, Hx, DCM et AEEM

E_PEF Extrait de P. eryngii var ferulae; E_SM Extrait de S.mediterrneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB Extrait de
M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T. claveryi. AEEM
(Acétone (20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)).
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Figure 78 : Histogramme AT (temps d'hémolyse différé en min) des différentes concentrations

des extraits HM, Hx, DCM et AEEM

E_PEF Extrait de P. eryngii var ferulae; E_SM Extrait de S.mediterrneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB Extrait de
M.broomeianus; E_TP Extrait de T. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T. claveryi. AEEM
(Acétone (20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)).
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Figure 79 : Corrélation linéaire examinée entre les valeurs At (temps d'hémolyse différé) et les

différentes concentrations des extraits de champignons testés.
E_PEF Extrait de P. eryngii var ferulae; E_SM Extrait de S.mediterrneensis; E_BS Extrait de B. satans; E_MB Extrait de M.broomeianus;
E_TP Extrait de 7. pseudonictitans; E_SC Extrait de S. collinitus; E_TC Extrait de T. claveryi. HM.hydrométhanolique préparé par
Macération; Hx Hexane; DCM Dichlorométhane; AEEM (Acétone (20%) + eau distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)).
Ac-Asc : Acide Ascorbique (molécule de référence)
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Partie expérimentale Discussion

Les champignons médicinaux constituent une source particulierement prometteuse dans
le monde entier. De nos jours, les expériences sur les relations structure-activité des
champignons et leur effet sur le schéma de nouveaux médicaments en ont fait 'une des
initiatives les plus estimées et les plus importantes dans la pharmacologie (Anusiya et al., 2021;

Kour et al., 2022 ).

Notre travail s'inscrit dans le cadre de la valorisation de la fonge Algérienne d'intérét
thérapeutique. Apres la réalisation d'un inventaire mycologique ayant abouti a la détermination
de cinq (05) especes nouvellement recensées a 1'échelle nationale. L'objectif de la présente étude
concerne sept champignons supérieurs de la région de Tlemcen afin de valoriser et d'exploiter
leurs activités biologiques. Les espéces retenues pour la présente étude sont : P. eryngii var
ferulae, S. mediterraneensis, B. satans (actuellement R. satans) , M. broomeianus, T.

pseudonictitans, S. collinitus et T. claveryi

Le choix de ces especes est basé sur les exigences suivantes, tout d'abord la disponibilité
de bons spécimens en quantité suffisante pour la conduite des expériences et la bonne
identification des espéces. Nous avons également essayé de toucher toute la zone d'étude depuis
la cote, l'intérieur jusqu'au sud de la Wilaya (El Aricha). Il est par ailleurs intéressant de prendre
en compte les deux embranchements a la fois de basidiomycétes (a lamelles et a tubes) et
d'ascomycétes, incluant les épigés (hors sol) ou les hypogés (poussant entiérement ou
partiellement sous terre), y compris les bons comestibles et les non comestibles voire les
carrément toxiques. Concernant M. bromeanus et T. pseudonictitans, a notre connaissance,
aucun travail sur les activités biologiques de ces champignons n'est actuellement disponible

dans la littérature.

L'extraction est 1'étape principale pour la récupération et l'isolement des substances
bioactives avant leur analyse. L'extraction par solvant est la méthode la plus utilisée.
L'extraction des produits naturels se déroule selon les étapes suivantes : (1) le solvant pénétre
dans la matrice solide ; (2) le soluté se dissout dans les solvants ; (3) le soluté est diffusé hors
de la matrice solide ; (4) les solutés extraits sont collectés. Tout facteur améliorant la diffusivité
et la solubilité facilitera l'extraction, pour cette raison, des solvants de différentes polarités sont
indispensables pour permettre 1'extraction de substances actives sur le plan biologique. En effets
quelques composés sont beaucoup plus solubles dans des solvants polaires comme le méthanol,

I’éthanol ou I'eau (Singh et al., 2021).
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Alors que la dissolution de certains autres composés est optimale dans des solvants
apolaires (Singh et al., 2021). Les extractions hydro-alcoolique permettent notamment de

maximiser le rendement et de diversifier la nature des composés d'intérét.

Le taux de rendement est étroitement influencée par plusieurs facteurs dont parmi nous
citons la nature de 1'espeéce analysée, parfois méme la partie employée pour I'extraction, les
bonnes techniques de séchage et de stockage, la richesse en métabolites secondaires de chaque
espece, la taille des particules de I'échantillon, la température et la durée d’extraction, la polarité
et la nature du solvant appliqué a 1'extraction, le rapport solvant/solide, le procédé d'extraction,
ainsi que la présence de substances interférentes(Stalikas, 2007; Sagar et al., 2018; Zhang et

al., 2018; Yusoff et al., 2022).

Pour ce qui est de la macération, il s'agit d'une méthode d'extraction trés simple qui
présente l'inconvénient d'un temps d'extraction long. Elle pourrait étre utilisée pour l'extraction
de composants thermolabiles. La méthode d'extraction Soxhlet intégre les avantages de
l'extraction a reflux et de la percolation, qui utilise le principe du reflux pour extraire en continu
avec un solvant frais. Elle n'a été développée initialement que pour l'extraction des lipides. Le
premier extracteur Soxhlet a été congu par le scientifique allemand French Ritter von Soxhlet,
largement utilisée comme technique classique d'extraction des composants bioactifs utiles.
L'extraction au Soxhlet est une méthode d'extraction continue automatique a haut rendement
qui nécessite moins de temps et de consommation de solvant que la macération ou la
percolation. Un autre avantage, est sa commodité. La température élevée au cours du temps
d'extraction augmente les possibilités de dégradation thermique, elle ne peut pas étre utilisée
pour l'extraction de produits naturels thermolabiles (Azwanida, 2015 ; Jahromi, 2019; Alara

et al., 2021).

Dans notre étude, les extraits ont été obtenus en réalisant deux types de macération, a
froid et a chaud en employant le dispositif de Soxhlet, la poudre de 1’échantillon a été épuisée
successivement par des solvants organiques ou un mélange a polarité croissante. Nous avons
donc obtenu au total 4 extraits pour chaque espéce qui correspondent respectivement a : I’extrait
hydro-méthanolique par macération a froid (HM), extrait d’hexane (Hx),extrait de
dichlorométhane (DCM), extrait de mélange de solvants (AEEM) (Acétone (20%) + eau
distillée (10% ) + Ethyle Acétate (20% ) + Méthanol (50%)) a I’exception de 7. claveryi par

manque de quantité suffisante de I’échantillon, nous nous somme contentée de I’extrait (HM).
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Les différents résultats recueillis démontrent que les extraits ayant le plus grand
rendement sont ceux du mélange AEEM ( exception faite de ’E_ AEEM_PEF de P. eryngii

var ferulae avec 04,07%) puis les extraits par macération (HM).

Nous avons enregistré le rendement le plus élevé pour I'extrait E. AEEM_BS de B. satan
(24,46%), qui a été suivi par 'E_AEEM_SC de S. collinitus (21,33%). Le rendement le plus
faible est celui de 'extrait de P. eryngii var ferulae préparé par hexane E_Hx_PEF (0,02%).

Le rendement d’E_TC_HM de T. claveryi est de 08,11%, ce qui est largement supérieur
a celui obtenu par Dahham et al., (2018) et qui ont obtenu des rendements de I’ordre de 1,85%
par macération au méthanol, 2,89% par macération aqueuse de 3,96% par macération. Un
meilleur taux d'extraction, estimé a 13,11%, a été obtenu par Neggaz et al., (2015). Selon Yang
et al.,, 2002 et Taskin et al., (2018), ce rendement est principalement dii au fait que ce
champignon renferme des quantités élevées de sucres solubles et d'alcools de sucres. Taskin et
al., 2018 ont rapporté que le pourcentage de l'extraction par macération (3,96 %) a été supérieur
méme a celui de 'extraction par ultrasons (2,57 %). Dans une étude réalisée par Mau et al.,
(2002), le rendement de l'extrait méthanolique de trois champignons médicinaux Coriolus
versicolor, Ganoderma lucidum, Ganoderma tsugae ont été respectivement de 9,16%, 5,61%
et 3,97%. Les extraits d'acétate d'éthyle, de méthanol et aqueux chaud d'un champignon
comestible Pleurotus eous obtenus par Sudha et al., (2012), ont été respectivement de 01,13
%, 15,32 % et 41,56 %. En comparant les rendements des extraits au cyclohexane,
dichlorométhane, méthanol et aqueux du huit champignons, Smolskait et al., (2015) ont
remarqué que le taux le plus élevé a été enregistré en faveur de 1’extrait méthanolique de T.
caligatum avec un rendement de 36,69%. Les pourcentages d'extraction au cyclohexane,
chloroforme, I'éthanol et aqueux sous sonication réalisés par Morel et al., (2018), a révélé que
les rendements ont été respectivement de 1,31% ; 1,62% ; 6,53% et 13,19% pour R. satanas et
il a été remarqué que le taux le plus important a été enregistré pour l'extrait aqueux de
Ompalotus olearius avec un rendement de 20,77%. De leurs co6té Stastny et al., (2022), ont
remarqué que Le rendement de l'extrait méthanolique de cinq champignons médicinaux du
genre Pleurotus variait de 28,4 a 32,9 %, soit beaucoup plus que celui des extraits obtenu a
partir de chloroforme, qui variait de 2,5 a 4,5 %. Cette différence peut étre due a la faible teneur
en lipides et en composés non polaires des échantillons de champignons. Le méthanol possede
un pouvoir d'extraction €levé pour un large spectre de composés polaires ou légérement non

polaires (Alam et al., 2008).
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L'examen comparatif du rendement en fonction de la méthode d'extraction nous a permis
de constater que les extraits obtenus par les solvants polaires donnent des ratios plus élevés en
comparaison avec les extraits obtenus par des solvants apolaires, cela peut s’expliquer par le
fait que I’hexane et le dichlorométhane sont des solvants organiques apolaire volatils utilisés

beaucoup plus pour dégraisser les échantillons.

L’utilisation des solvants d’extraction a polarité croissante permet de séparer les
composés de 1’échantillons de chaque champignon selon leur degré de solubilité dans ces
solvants. Le rendement est relatif a la technique d’extraction ainsi les conditions dans lesquelles
a été déroulée. Aussi nous pouvons constater que nos résultats sont presque semblables aux

autres études.

Le screening myco-chimique des extraits concentrés de chaque espéce étudiée est réalisé
par des réactions qualitatives en utilisant des méthodes conventionnelles largement acceptées,
le criblage myco-chimique est indispensable pour assurer le bon choix de dosage de ses
composés bioactifs (Gibbs, 1974; Trease & Evans, 1987; Bruneton, 1999). Les résultats des
tests, met en évidence une richesse trés intéressantes en métabolites secondaires qui possedent
des activités biologiques précieuses. Ce type de tests ne renseigne pas sur la structure bien
déterminée d’une molécule, mais il met en évidence juste la famille chimique qu’est composé

des différentes molécules.

La consultation des résultats de screening myco-chimique indique que la macération
hydro-méthanolique (HM) et le mélange (AEEM) révelent la plus grande richesse en
métabolites secondaires. Cette richesse peut étre liée a 1’espece, a la période de récolte, a la
composition du sol ainsi qu’aux facteurs climatiques. Ces conditions peuvent influencer et
stimuler la biosynthése de ces métabolites tout au long du développement du champignon

(Singh et al., 2021).

Les alcaloides sont précités dans le traitement de nombreuses pathologies, et plusieurs
¢tudes ont prouvé une multitude de propriétés pharmacologiques liées a ces substances. Les
composés phénoliques sont réputés pour avoir de multiples vertus médicinales, la disponibilité
des flavonoides représentent une indication majeure d’un potentiel anti-inflammatoire et anti-
allergique, aussi reconnus par d’autres activités comme antioxydante, antidiarrhéique,

antispasmodique, antimicrobienne et antitumoraux.
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Plusieurs auteurs ont constaté que les tannins ont I’aptitude de complexer les protéines ce
qui leurs conférent des capacités antidiarrhéiques et antifongique, aussi ils ont des propriétés
antiseptiques ce qui leurs permettent de lutter contre les infections. D’un autre coté, les
coumarines sont connues par leurs effets analgésiques, antipyrétique et sédative. De plus, les
saponines possedent des propriétés anticedémateux et antiinflammatoire. De leurs cotés, les
quinones fongiques peuvent étre utilisées pour une variété d'applications, telles que les produits
pharmaceutiques, les colorants alimentaires, les teintures textiles (Morales-gonzalez, 2013; .

Christiansen et al., 2022)

Des alcaloides et des terpénoides de Ganoderma lucidum ont été détectés dans tous les
extraits quel que soit méthanolique ; éthanolique ; d’acétate d'éthyle ; de n-Hexane et aqueux
tandis que les saponines ont ét¢ détectées uniquement dans les extraits méthanolique et
¢thanolique. De méme, les extraits de G. lucidum préparés dans le méthanol et dans 1'eau
contenaient des tanins, en revanche les glycosides ont été présents dans tous les extraits sauf
dans D’extrait d’acétate d'éthyle. En général, il a été établi que les fractions méthanoliques et
aqueuses du G. lucidum sauvage sont riches en substances phytochimiques (Sharif et al., 2017).
Dans une étude réalisée par Melappa et al., (2015) il a été constaté que les alcaloides, les
stéroides, les phénols et les tanins ont été détectés en plus grande proportion dans I'extrait
méthanolique par rapport a l'extrait hexanique de Trametes ochracea. Les saponines, les
flavonoides ont été présents dans l'extrait méthanolique tandis qu'ils ont été absents dans

I'extrait d'hexane.

Compte tenu des résultats du criblage myco-chimique, qui a révélé divers groupes
chimiques, nos objectifs ont été d'effectuer des études quantitatives des sucres, des composés

phénoliques et terpéniques, qui se sont avérés étre trés abondants.

Les résultats de dosage des sucres montre qu’ll existe une différence considérable entre
les teneurs des extraits d’hexane et du mélange de solvants (AEEM) par rapport aux extraits
d’hexane et de dichloroméhane. Les teneurs les plus faibles sont enregistrées pour les extraits
issus d’hexane et de dichloroméhane. Nous pouvons remarquer que 1'extrait hydrométhanolique
de M. broomeianus possede la plus haute teneur en sucres totaux et réducteurs avec des taux de

494,70 + 7,95 et 406,46 £ 16,80 ng EG/mg Ext-S respectivement.
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Les glucides des champignons dont les plus important sont les glucanes, les hétéro-
glycanes ou les complexes protéiques polysaccharidiques sont connus par leurs propriétés
immunostimulantes et antitumorales capable de combattre les cancers et de nombreuses autres
maladies immunodéficitaires. Les B-D glucanes, la classe la plus intéressante et utile pour
rétablir le systéme immunitaire. Certains produits pharmaceutiques disponibles dans le
commerce, comme le schizophyllan, le lentinan et le grifolan dérivés de polysaccharides de
champignons, ont démontré une efficacité clinique potentielle (Maity et al., 2021). De son coté,
Yang et al., 2013 affirment que les polysaccharides isolés des fructifications de Pleurotus
eryngii présentent une activité antitumorale. Ses polysaccharides contiennent du mannose, du
galactose et de l'arabinose qui assure une augmentation de manicre significative la
multiplication relative des lymphocytes du thymus et de la rate, induite par une activité élevée
des cellules tueuses naturelles (cellules NK) et des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) dans la
rate, et augmentent les concentrations sériques de TNF-a et d'IL-2 chez les souris porteuses

d'un cancer du rein.

Selon deux études réalisées par Heleno et al., 2009 et Reis et al., (2014) il apparait que
les principaux sucres identifiés dans les fructifications des especes P. eryngii et S.
mediterraneensis sont le mannitol et le tréhalose et ils ont trouvé des taux de sucres totaux
respectivement de 15,63 £0,31 et 8,10+ 1,11 g/100g MS et ils ont trouvé que le taux des sucres
réducteurs du S. mediterraneensis était de 3,27+0,43 g/100g MS.

Selon Obied et al.,, 2007, la quantification et l'identification des polyphénols est
considérée comme la premiére étape nécessaire a l'évaluation du pouvoir antioxydant. Les
composés phénoliques peuvent contribuer directement a l'action antioxydante, en raison de leur
capacité¢ de piégeage due a leurs groupes hydroxyle. Ils jouent un réle important dans la
stabilisation de la peroxydation lipidique liée a leur capacité a décomposer et a chélater le fer
ferrique, qui est le catalyseur de la peroxydation lipidique. Le potentiel réducteur a été
investigué en implication des extraits, par la conversion du (Fe’") fer ferrique en (Fe?") fer
ferreux, car le fer ferrique intervient dans la réaction de Fenton, qui génére le radical hydroxyle

(Gazzani et al., 1998; Kanoh et al., 2000; Kumaran & Joel Karunakaran, 2007).

Les recherches existantes montrent un effet concluant des polyphénols sur certains

aspects de la santé (Kroon & Williamson, 2005).
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Plusieurs types de composés phénoliques observés dans les extraits d'especes de
champignons ont été examinés, ainsi que de différentes études ont démontré la présence de
flavonoides dans de nombreux extraits d'espéces de champignons (Abdelshafy et al., 2022).
Les tanins sont les composés phénoliques qui se combinent aux protéines et les précipitent dans
des solutions aqueuses. De plus, les tanins sont capables de se lier a certains types d'acides
aminés, d'alcaloides, d'acides nucléiques et de polysaccharides (Okuda & Ito, 2011;

Abdelshafy et al., 2022).

Dans leurs étude, Gil-Ramirez et al., 2016 affirme que les champignons comestibles ne
peuvent pas synthétiser les flavonoides parce qu'ils manquent des enzymes clés impliquées dans
leur voie métabolique. Ces résultats indiquent que les champignons peuvent générer des
composés phénoliques grace a leur PAL ( phénylalanine ammonia-lyase) mais ne peuvent pas
les transformer en flavonoides car ils manquent des enzymes nécessaires. Cette étude a été
controversée et contredite par Mohanta, 2020, qui affirme que l'ensemble des séquences
génomiques du régne fongique montre la présence de toutes les séquences
génétiques/protéiques associées a la biosyntheése des flavonoides. Cela prouve que les
champignons contiennent ¢galement des enzymes associées a la biosynthése des flavonoides.
Par conséquent, il est inexact de déclarer que les champignons ne contiennent pas d'enzymes
associées a la biosynthese des flavonoides. Il nous parait donc intéressant d'étudier leur contenu

en composés phénolique.

Des niveaux trés importants en polyphénols totaux ont été détectés pour '’E_PEF
AEEM de P. eryngii var ferulae et '’E_MB_ AEEM de M. broomeianus, de 1'ordre de 111,10
+4,97 et 106,59 = 1,96 ng EAG/mg Ext-S respectivement. Nous avons constaté aussi que M.
broomeianus est tres riche en flavonoides dans les deux extraits préparés soit par macération
hydrométhanolique ou par le mélange de solvants (AEEM) respectivement de 1'ordre de 16.80
+0.72 et 16.44 + 0.43 pg EC/mg Ext-S. Les extraits E MB_ AEEM et E MB_ HM de M.
broomeianus ont fait apparaitre aussi les plus fortes proportions de tanins condensés et de
flavonols respectivement dans 1'ordre suivant 59,17 + 4,38 ug EC/mg Ext-S ; 9,85 £ 0,32 ug
EQ/mg Ext-S. De ce fait, nous pouvons dire que l'espéce M. broomeianus se caractérise par un

contenu en composés phénoliques tres intéressant,

D'autre part, des teneurs plus réduits en polyphénols totaux, en flavonoides, en tanins
condensés et en flavonols ont été notés pour les extraits préparés a partir d’hexane et de

dichlorométhane.
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Yildirim et al., 2012 et Barros et al., 2008 ont rapporté que les extraits méthanolique
des fructifications de Pleurotus eryngii contiennent de l'acide gallique, de I'acide
protocatéchuique, de la naringine, du kaempférol, de la rutine, du resvératrol et de la catéchine.
Heleno et al., 2010 ont indiqué que les extraits des fructifications de S. collinitus et de S.

mediterraneensis contenaient des tocophérols et des composés phénoliques.

Une étude portée sur cing especes de champignons, y compris A. bisporus, P. florida, ,
P. sajor-caju, P. ostreatus, L. edodes ont été testées pour leur contenu phénolique total, les
résultats ont été respectivement 84,30+ 2,74 ; 66.47 £2.23 ;62,41 + 1,85 ; 63,55+ 2,57 ;67,37
+ 1,58 pg EAG/g extrait. Par ailleurs, les flavonoides totaux ont été respectivement de
19,36+2,35 ; 24,52+2,35 ; 30,97+1,57 ; 23,20+2,17 ; 27,59+£2,00 pg EC/g extrait (Moumita &
Das, 2022). L’ ¢étude réalisé par Singh et al., (2021) a révélé des teneurs en polyphénols totaux
de I'extrait méthanolique de chaque espece de Ganoderma spp (G. applanatum, G. brownii, G.
lucidum, G. philippii) de I’ordre respectif de 54.2 +2.21; 46.3 + 1.95; 68.8 £4.15; 38.4 + 1.44
mg d'équivalents catéchol/g. Les flavonoides totaux ont été respectivement de 31.3 +2.03; 26.3

+ 1.87;47.7 £3.48; 17.3 + 1.45 mg d'équivalents de rutine/g.

De leurs cotés, Gao et al., (2020) ont affirmé que le contenu phénolique total de la
fraction d'acétate d'éthyle de 1. obliquus a été¢ de 61,36 £ 0,15 mg EAG/ g MS. D’un autre coté,
Garrab et al., (2019) ont testé l'extrait d'acétate d'éthyle de A4. silvaticus qui a montré une
quantité de flavonoides allant a 47,06 + 2,4 mg EC/g, tandis que l'extrait méthanolique de H.

rufescens présentait une teneur en polyphénols de 1’ordre de 32,54 +£ 1,9 mg EC/g.

Les taux de TPC et de TFC dans les extraits méthanoliques de C. cibarius, L. deliciosus
et L. pyrogalus ont été respectivement de 1’ordre de ( 2,34 = 0,03 ; 5,34 + 0,55 ; 2,27+ 1,02 mg
EAG/g) et (17,54 +1,45;5,02+0,75; 8,20 £ 0,09 mg EAG /g) (Ayvaz et al., 2019).

Les résultats obtenus par Bains & Tripathi, 2017 ont révélé que Pleurotus floridanus a
présenté des teneurs en phénol total, en flavonoides, en caroténoides et en acide ascorbique les
plus importantes : (61,1342,3 mg/g, 15,2+1,13 mg/g, 12,42+0,42 pg/g, 17,36+0,40 pg/g et
14,55+0,58 mg/g respectivement). Une étude de Sharif et al., (2017) établi sur Ganoderma
lucidum a révélé la présence de flavonoides (217,51+£0,30 mg/g), d'acide ascorbique (116+7,32
mg/g), de composés phénoliques (360,72+34,07 mg/g), de B-caroténes (0,42+0,04 mg/g MS) et
de lycopéne (0,05+0,00 mg/g MS).
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Islam et al., (2016) ont procédé a une étude sur l'extrait acétone/eau/acide acétique
(70:29,5:0,5) de 43 champignons et ils ont constaté que Umbilicaria esculenta avait le contenu
phénolique total le plus élevé (26,21 GAE/g) et la teneur en flavonoides la plus élevée a été
enregistrée pour Chroogomphis rutillus (5,90 mg EAC/g). Dans étude réalisée par Boonsong
et al., (2016), les résultats des composés phénoliques totaux des extraits (aqueux, éthanol a 50%
(v/v), éther diéthylique) de cinq champignons (Lentinus edodes, Volvariella volvacea,
Pleurotus eous, Pleurotus sajor-caju, Auricularia auricula) varient de 1,99 + 1,08 a 36,19 +
0,59 mg EAG /g MS et la plus haute teneur a été enregistrée pour I'extrait aqueux de L. edodes.
Ils ont constaté aussi que la teneur totale en flavonoides varie de 0,24 £ 0,13 2 9,05 + 0,89 mg
EQ/g MS, la plus forte concentration est obtenue avec 1'extrait éthanolique a 50% (v/v) de V.

volvacea.

Dans une étude réalisée par Smolskait et al., 2015 sur huit espéces, dont deux du genre
Tricholoma (7. caligatum et T. columbetta), les teneurs totaux en polyphénols des extraits
dichlorométhane, méthanol et aqueux de ces champignons ont été de 3,87 £ 0,01 ; 4,76 + 0,60
; 5,89 £ 0,24 mg EAG/g MS respectivement pour 7. caligatum et 4,74 + 0,06 ; 6,60 + 3,50 ;
5,18 £ 0,28 mg GAE/g MS pour T. columbetta, la teneur la plus élevée dans cette étude été pour
l'extrait aqueux de /. hispidus avec des teneurs de 41,27+ 0,86 mg EAG/g MS. Par ailleurs
Sudha et al., 2012 ont determiné la teneur totale en composés phénoliques de trois extraits a
savoir acétate d'éthyle, méthanol et aqueux chaud du champignon P. eous et ils ont obtenu des
résultats respectifs de 7,00+0,22 ; 7,17+£0,22 ; 8,77+0,22 mg EAG/g. La teneur totale en
flavonoides variait de 6,38 a 7,79 mg CAE/g d'extrait, 1'extrait le plus remarquable est 1’extrait

méthanolique a révélé la teneur la plus élevée.

Toutefois, une étude réalisée par Robaszkiewicz et al., (2010) sur treize especes de
champignons polonais fréquemment consommeées a permis de déterminer la concentration en
polyphénols et en flavonoides dans les extraits aqueux et méthanolique. Ces auteurs ont constaté
que la teneur en composés phénoliques totaux différait de maniére significative entre les
especes €tudiées et se trouvait dans une gamme allant de 0,02 £ 0,02 a 13,01 + 1,48 ug/mg MS,
la teneur élevée a été relevée dans I'extrait aqueux de Boletus edulis, tandis que la teneur totale
la plus ¢élevée en flavonoides a été trouvée dans 1'extrait aqueux de Xerocomus badius de 1’ordre

de 7.74 +£ 0.23 ng/mg MS.
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Les concentrations en phénols totaux de trois espeéces de champignons portugais,

Leucopaxillus giganteus, Sarcodon imbricatus et Agaricus arvensis, ont été respectivement de

6.29 +£0.20 3.76 + 0.11 2.83 £ 0.09 mg/g (Barros et al., 2007).

Dans leurs étude Barros, Cruz, et al., (2008) ont constaté que la teneur en polyphénols
et en flavonoides totaux des extraits méthanolique des champignons sauvages et commerciaux
Agaricus bisporus, Agaricus silvaticus, Agaricus silvicola, Boletus edulis, Calocybe gambosa,
Cantharellus cibarius, Craterellus cornucopioides, Marasmius oreades a été¢ comprise entre 0,
88 £ 0,09 a 8,94 + 0,44 mg EAG/g d'extrait pour A. silvaticus et de 0,67 + 0,11 a 3,40 + 0,01
mg EC/g d'extrait pour A4. silvaticus.

Une autre étude réalisée par Mau et al., (2002) conduite sur trois champignons

médicinaux C. versicolor, G. lucidum, G. tsugae, les teneurs en polyphénols totaux ont été

respectivement de 23,28 + 0,90 ; 47,25 £ 0,20 ; 51,28 £ 0,51 mg/g.

De multiples études ont observé la présence de tanins dans des especes de champignons
telles que I’extrait d'acétate d'éthyle des Hydnum rufescens, Meripilus giganteus, Agaricus
silvaticus, dont la teneur totale en tanins a été respectivement de 55,68 £2,2 ;982 +4,8 ;52 +

2,3 mg EAC/g MS (Garrab et al., 2019).

Yildiz et al., 2017 ont indiqué que, les tanins totaux des extraits des especes Pleurotus
citrinopileatus et P. ostreatus ont ét¢ de 3,674+0,009 et 3,691+0,011 mg EC/g MS. Dans I’étude
réalisée par Pavithra et al., (2016), L'espéce Astraeus hygrometricus a révélé une teneur en
tanins de ’ordre de 6,20 mg EAT/g MS. Dans une autre étude menée par Akindahunsi &
Oyetayo (2006), Pleurotus tuber-regium a enregistré une teneur totale en tanins de 1’ordre de

310 mg EC/g MS.

Les saponines ont ét¢ uniquement constatées dans les extraits hydrométhanoliques (HM)
et dans les extraits de mélange de solvants (AEEM), par contre, aucun résultat quantifiable n'a
été¢ obtenu dans les extraits issus d’hexane (Hx) ou de dichlorométhane (DCM). L'extrait
E_BS HM de B. satans a rapporté la teneur la plus élevée en saponines (11,67 + 2,78 ug
ED/mg Ext-S). L'E_SC _HM de S. collinitus et I'E_TP_AEEM de T. pseudonictitans ont
¢galement montré des taux importants en saponines de 1’ordre de 10,00 = 1,67 et 10,83 + 2,78

png ED/mg Ext-S respectivement.
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Les deux plus hautes valeurs en triterpénoides totaux ont été détectées dans les deux
extraits de S. collinitus, E_SC DCM et E_SC_Hx (10.92 + 0.33 et 9.30 = 0.30 pg EAU/mg

Ext-S, respectivement).

Les teneurs totales en saponine des basidiocarpes en poudre des espéces de Ganoderma
spp (G. applanatum, G. brownii, G. lucidum, G. philippii) étudié par Singh et al. (2021) ont été
respectivement de 2,37 + 0,04 ; 1,75 + 0,05 ; 3,82 + 0,04 et 2,12 £ 0,02 ED mg/g. Le constat
fait par ces auteurs est que G. lucidum a présent¢ la teneur en saponine la plus élevée parmi ces
especes ¢tudiées. Différentes souches de P. ostreatus ont été évaluées pour leur composition en
stérols, et il a été constaté que dans tous les échantillons de champignons analysés, I'ergostérol
dominait (Cateni et al., 2022). A partir de Pleurotus eryngii ont été isolés et identités
l'ergostérol, les strophastérols E et F, le bisabolane, 1'éryngiolide (Kikuchi et al., 2019). La
teneur en ergostérol enregistrée dans P. eryngii a ét¢ de 20 mg/100 g MS dans I’étude réalisée
par Souilem et al., (2017). De leurs c6té, Wang et al., 2013 ont identifi¢ de nouveaux et rares
sesquiterpenes (perhydrobenzannulés 5,5-spiroketal), nommés pleurospiroketals A-E au niveau

du champignon comestible P. cornucopiae.

Pour ce qui est des triterpénoides totaux de nos champignons, la teneur la plus élevée a
été détecté dans S. collinitus a partir de 'extrait E_SC_DCM a raison de 10,92 + 0,33 nug
EAU/mg Ext-S suivi par l'extrait E_ SC_Hx a raison de 9,30 + 0,30 ug EAU/mg Ext-S.

Le B-caroténe et le lycopéne sont des caroténoides et qui sont des pigments naturels
présents dans les aliments (tels que les 1égumes, les fruits et les champignons) mais qui ne sont
pas synthétisés par les animaux. Le B-caroténe est le précurseur de la synthése de la vitamine

A. Le lycopéne est un isomere acyclique du p-caroténe (Sanchez, 2017).

Dans notre étude, les concentrations de B-caroténe ont été bien supérieures a celles du
lycopéne dans tous les champignons étudiés. Nous avons constaté que L’E_PEF _Hx de P.
eryngii var ferulae et ’E_SM_HXx de S. mediterrneensis donnent d’excellents résultats avec des
valeurs de I’ordre de 0,493+0,003 et 0,450+0,004 pg C/mg Ext-S respectivement pour le -
carotene et 0,296 £0,001 et 0,303+0,002 pg C/mg Ext-S respectivement pour le lycopene. Les
extraits E MB_DCM et E TC_HM des deux especes comestibles M. broomeianus et T.
claveryi ont montés des valeurs importantes allant jusqu’a 0,315+0,003 et 0,246+0,001pug C/mg
Ext-S respectivement pour le B-caroténe et 0,215 + 0,001 et 0,260 pg C/mg Ext-S

respectivement pour le lycopene.
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Hussein et al., (2015) ont signalé que la teneur de B-caroténe et de lycopene (48.15+1.04
et 18.32+1.03 mg/100g respectivement) détectée dans Lentinus squarrolosus ont été¢ abondante
comparée a la concentration rapportée dans certains légumes. L. squarrosulus est un
champignon comestible communément trouvé a 1'état sauvage en Malaisie et n'a pas encore été
cultivé a grande échelle. Il est utilisé en ethnomédecine pour le traitement des ulceres, de
'anémie, de la toux et de la fievre (Ugbogu et al., 2019). D’apres Barros, Cruz, et al., (2008),
les niveaux de B-caroténe et de lycopene sont comprises entre 1,99 + 0,14 et 13,56 + 0,51 pg
caroténoides/g d'extrait pour C. cibarius et entre 0,54 + 0,08 et 5,13 + 0,14 ug caroténoides/g
d'extrait pour C. cornucopioides. Une autre étude menée par Barros, Falcao, et al., (2008) sur
cing especes de champignons, dont A. bisporus, A. arvensis, A. romagnesii, A. silvaticus, A.
silvicola et qui ont été testées pour leur teneurs en B-caroténe et lycopene, les résultats obtenus
ont ét¢ respectivement de 1’ordre de 1,32 + 0,03 a 8,52 + 0,38 pg/g et de 0,38 £ 0,02 a 4,70 +
0,25 ng/g, le constat effectué a travers cette étude est que la plus forte teneur a été enregistrée

pour A. arvensis.

La teneur en B-caroténe et en lycopéne a considérablement différé entre les treize especes
de champignons polonais comestibles analysées par Robaszkiewicz et al., (2010), car ils ont
constaté que la teneur la plus élevée en B-caroténe a été en faveur de 1’extrait méthanolique du
chapeau de Tricholoma equestre (18,649 £ 0,024 ng/g MS). De son c6té, la teneur en lycopéne
a été nettement inférieure par rapport a la concentration en B-caroténe car la teneur la plus élevée

en lycopéne a été détectée dans 1’extrait méthanolique de S. bovinus (15,388 = 0,998 ug/g MS).

Dans une autre étude, les concentrations en -caroténe et en lycopéne de trois especes de
champignons portugais (Leucopaxillus giganteus, Sarcodon imbricatus et Agaricus arvensis)
ont été tres faibles avec des taux respectifs de 1.88 +0.090 ; 2.53 +£0.11 ; 2.97 £0.12 ug/g pour
le B-caroténe et de 0.69 +0.034 ; 1.3 £0.070 ; 1.0 + 0.049 pg/g pour lycopene (Barros et al.,
2007).

La chromatographie gazeuse-spectrométrie de masse (CG-SM) est une puissante
technique analytique qui réunit la capacité de séparation de la chromatographie gazeuse et la
capacité de détection et d'identification de la spectrométriec de masse. Tous d’abord les
composés séparés par chromatographie en phase gazeuse, sont transférer par le biais d’un gaz

porteur appelé phase mobile, au spectromeétre de masse ou ils seront ionisés et analysés.
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Dans la présente étude, une variété de composés en proportions variables a été¢ détectée

dans les différents extraits.

Le ((2,3-Diphenylcyclopropyl) methyl phenyl sulfoxide, trans-) est un acide carboxylique
compos¢ du groupe sulfoxyde avec une structure cyclopropane, il peut avoir un effet bénéfique
dans la guérison des éruptions cutanées et des ecchymoses (Ogunlesi et al., 2010; Sowmiya et

al., 2021).

les composés sulfurés ont attiré un grand intérét en raison de leurs applications
biologiques tel que antiathérogeénes, immunostimulantes, anticancérigénes et antibactériennes
(Cerella et al., 2011; Pistollato et al., 2015). Ce composé¢ a été le plus abondant identifié dans
l'extrait méthanolique de Schizophyllum commune par analyse GC-MS (Teoh et al., 2012)

Les dérivés du cyclopropane sont connus pour étre biologiquement actifs, ils sont
omniprésents dans la nature, candidats potentiels pour de nouveaux médicaments

pharmaceutiques (Ajay Kumar, 2013; Shu et al., 2018).

Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- est considéré comme un agent antiagglomérant et
un agent de conditionnement de la peau (qui aide la peau a paraitre et a se sentir plus lisse,
immédiatement et au fil du temps) ainsi que comme un agent parfumant. Identifi¢ dans un
champignon charnu sauvage, Irpex Lacteus. (Chaudhary & Tripathy, 2015) . Il a également
¢t¢ signalé dans un Nigrospora sphaerica endophyte isolé de Parthenium

hysterophorus.(Prasher & Dhanda, 2017).

Cyclohexasiloxane, dodecamethyl-, ce composé est utilis¢é dans la fabrication d'une
grande variété des produits de soins personnels. Il a aussi été signalé dans I'extrait hexanique

de Peniophora nuda (Prasher, 2019).

La B-phénylpropiophénone et I'a-benzylidéne-acétophénone entrent dans la composition
des chalcones. Les chalcones appartiennent a la famille des flavonoides et servent de
précurseurs dans la biosynthése des flavonoides et des iso-flavonoides. Ils possedent, ainsi que
leurs dérivés, un large spectre de propriétés d'activités biologiques telles que les activités anti-
inflammatoires, antibactériennes, antidiabétiques, antioxydantes et autres. Ils sont précieux
pour le développement de nouveaux composés en tant qu'agents anticancéreux (Santos et al.,

2017; Zhuang et al., 2017; ur Rashid et al., 2019; Ouyang et al., 2021; Elkanzi et al., 2022).
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Le phtalate de dibutyle et le 2-phénylnaphtaléne ont été signalés dans plusieurs études.
Le phtalate de dibutyle a été détecté dans un échantillon de Tuber magnatum en utilisant la
technique d'analyse SPME-GC-MS (Torregiani et al., 2017) et le naphtaléne a été identifié
dans T. claveryi analysé par SPME-GC-MS (Farag et al., 2021) et dans 7. boudieri analysé¢ par
GC-MS (Hamza et al., 2016). Le naphtaléne, l'acide phtalique-isobutyle, le phtalate de
dibutyle, le phtalate de dicyclo-hexyle et l'acide iso-phtalique ont été trouvés dans l'extrait

hexanique de 7. nivea analysé par la GC-MS (Khaled et al., 2021).

Des études ultérieures concernant d'autres champignons, rapportant la détection de
Naphtaléne, Dibutyl phtalate pour Agaricus bisporus lors de la lyophilisation (Pei et al., 2016),
Diethyl Phthalate et Phthalic acid pour Gymmnopilus junonius (Ragupathi et al., 2018) et
Dibutyl phthalate pour Lentinus squarrosulus (Reena Roy et al., 2020). Les dérivés de ces
composés détectés dans cette recherche sont reconnus comme des agents insecticides. Une
¢tude examine la propriété insecticide d'un extrait chloroformique de 7. claveryi Algérien

contre deux ravageurs post-récolte (Neggaz et al., 2020).

Le 1-Eicoséne, un alcéne utilis¢ comme monomere dans la production de copolymeéres
multiples (Coxon et al., 2003), a ét¢ signalé dans 7. nivea par (Khaled et al., 2021) et dans un
extrait hydro-méthanolique de 7. nivea (Aboutabl et al., 2022). 11 a été détecté dans une variété
de plantes aux propriétés médicinales telles que Fouquieria splendens (Dominguez et al.,
1972), Sida spinosa (Sharma et al., 2018), Sphenocentrum jollyanum (Darwish & Reinecke,
2003; Sharma et al., 2018), avec une valeur antimicrobienne considérable (Khurshid et al.,

2018; Lulamba et al., 2021).

Le (Z)-9-tricoséne a été identifié comme étant une phéromone nommée muscalure par
(Carlson et al., 1971). Les phéromones sont produites par les insectes pour servir de systéme
de communication chimique afin d'aider a la reproduction (Knipling, 1976), employ¢ comme
pesticide dans les pieéges pour attirer les mouches males (flypaper), ( Baker et al., 2020). Ce
composé¢ a été trouvé dans 'huile essentielle d'Opuntia phaeacantha var. discata que 1'on trouve
fréquemment dans le désert de Sonoran (Wright & Setzer, 2013). 1l est intéressant de noter
que sur la base de la littérature scientifique consultée et de nos meilleures connaissances, nos
résultats décrivent pour la premicre fois la présence de (Z)-9-tricoséne (muscalure) dans la

truffe du désert Algérienne 7. claveryi.
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L'ester méthylique de 1'acide palmitique (palmitate de méthyle) et 1'ester méthylique de
l'acide oléique ont été identifiés dans cette étude, (acide cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaénoique,
ester de tert-butyldiméthylsilyle), (acide cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaénoique, ester
triméthylsilylique) et (acide 9,12-octadécadiénoique (Z,Z)-, 2,3 dihydroxypropyl ester), des
dérivés d'acides gras tels que l'acide eicosapentaénoique, l'acide docosahexaénoique (acide
cervonique) et l'acide octadécadiénoique ont été détectés dans le cadre de ce travail. Le
palmitate de méthyle a été identifi¢é dans un extrait d'éthanol macéré (70%) de T. claveryi
d'Egypte (Darwish et al., 2021). Les acides gras trouvés dans un extrait chloroformique de 7.
claveryi d'Algérie par (Neggaz et al., 2020) en utilisant la GC/MS étaient (acide linoléique,
ester méthylique), (acide 11,14-eicosadienoique, ester méthylique), (acide oléique, ester
méthylique) et I'acide palmitique. Dans une étude menée par (Tagkouli et al., 2021). Pour les
esters méthyliques d'acide gras (EMAG), sept EMAG ont été détectés dans P. eryngii et six
EMAG dans P. ostreatus, les EMAG prédominants dans les deux espéces ont été le palmitate

de méthyle, suivi du linoléate de méthyle et de 1'oléate de méthyle.

Les principaux constituants d'acides gras des champignons sont l'acide linoléique
polyinsaturé, 1'acide oléique monoinsaturé et les acides palmitiques saturés (El Enshasy et al.,

2013).

Gioacchini et al., 2005 et Li et al., 2019 ont révélé que les composés chimiques de 7.
indicum et les composés organiques volatils (COV) de T. magnatum étaient considérablement
influencés par leur situation géographique en raison de leur zone bioclimatique (température,
précipitations annuelles et période de précipitations). D'autres études portant sur l'influence des
facteurs génétiques (espéce, souche) et environnementaux de P. ostreatus, P. eryngii et P.
nebrodensis ont révélé une influence des substrats sur l'activité antioxydante et le profil des
composés volatils ainsi que sur les teneurs en micro-constituants bioactifs (tels que les acides

phénoliques et terpéniques) (Xu et al., 2017; Koutrotsios et al., 2018).
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L'étape initiale de I'¢tude d'une éventuelle fonction pharmacologique en présence des
composants non identifiés est 'examen de l'activité¢ hémolytique qui a pour objectif d'évaluer
la toxicité de ces extraits. L'hémolyse se caractérise par la destruction des globules rouges et la
libération subséquente d'hémoglobine et de constituants intracellulaires dans le plasma a la suite
de la rupture de la membrane érythrocytaire, ce phénomene peut avoir un trés grand effet néfaste
sur la vitalité. Le test d'hémolyse in vitro est utilisé de maniére systématique dans les études de

toxicité (Liu et al., 2014).

Un extrait ou un ¢lément a activité cytotoxique peut provoquer I'hémolyse des globules
rouges par une multitude de processus. L'hémolyse peut étre causée par des dommages

oxydatifs a la membrane érythrocytaire (Meisenberg & Simmons, 2017; Gallagher, 2020).

Le test hémolytique in vitro par méthode spectroscopique assure une approche pratique
et efficace pour la mesure quantitative de 1'hémolyse. La détermination quantitative de
I'hémoglobine libérée peut fournir des preuves de I'endommagement potentiel des globules
rouges apres I'administration des extraits, ce qui peut servir d'indicateur viable de leurs toxicités
(Kumar et al., 2011; Sulaiman et al., 2018). Le recours au mod¢le érythrocytaire a été
largement adopté pour tester l'indication directe de la toxicité. Cela s'explique principalement
par la disponibilité du sang et par le fait que les cellules sont faciles a séparer et a isoler, de plus
la membrane des érythrocytes présente de nombreuses similitudes avec les autres membranes
cellulaires. Les érythrocytes sont considérés comme la principale cible des radicaux libres en
raison de la présence d'une concentration membranaire ¢levée d'acides gras polyinsaturés et du
transport d'oxygene. L'instabilité de la membrane érythrocytaire est probablement un facteur
majeur marqueur de cytotoxicité. Pour déterminer 1’effet toxique des substances, des globules
rouges humains peuvent étre exposés de maniere dose-dépendante a divers extraits testés. Une
suspension uniformément colorée en rouge dans les tubes est une indication d'hémolyse
positive, tandis que la sédimentation au fond est une indication de 1'absence d'hémolyse (Farag

& Alagawany, 2018; Phuse & Khan, 2018; Burci et al., 2019).

Le test d'hémolyse in vitro est utilis¢ comme une méthode de screening de la toxicité des
substances, en évaluant tout préjudice probable in vivo (Costa Orsine et al., 2012). Le test
d'hémolyse a été évalué dans la mesure dans laquelle, bien qu'un tel produit naturel ait une
puissante activité biologique, son utilisation dans le domaine thérapeutique sera impossible en
présence de leur effet hémolytique, qui est un indicateur de cytotoxicité (Sharma & Sharma,

2001; Haddouchi et al., 2016).
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La sécurité et l'efficacité des plantes et des champignons médicinaux dépendent de
différents facteurs, parmi lesquels nous pouvons souligner la bonne qualité du produit qui sera
commercialisé, aussi il faut également vérifier son efficacité et sa faible dose de toxicité pour
I'homme (Arnous et al., 2005). De ce fait, I'étude de la concentration-réponse ou concentration-
effet en toxicologie est essentielle. Les expérimentations en laboratoire sur des cellules doivent
reproduire des conditions et méme des réactions similaires a celles qui se produisent dans
l'organisme, et permettent ainsi d'observer et de quantifier les modifications subies par les
cellules a partir d'un produit ou d'un médicament particulier, de méme que le comportement de
chaque composant cellulaire séparément, en limitant le nombre de variables (Costa Orsine et

al., 2012).

Pour évaluer si un produit ou une thérapie génére suffisamment d'hémolyse pour étre jugé
dangereux ou menacant, un taux d’hémolyse de 5% est fréquemment accepté comme seuil
limite suivant les critéeres de la norme ASTM E2524-08 (Méthode d'essai standard pour
l'analyse des propriétés hémolytiques des nanoparticules retirée et remplacée par ASTM E2524-
22) ( Choi et al., 2011; de Jonge et al., 2018; Sulaiman et al., 2018; Halevas et al., 2021).
Ce qui signifie que si un extrait détruit 5% ou plus des globules rouges a savoir la libération de
plus de 5% de I'hémoglobine totale, il est qualifié comme possédant un pouvoir hémolytique.
Toutefois, d'autres orientations, notamment pour les examens les plus sensibles ou destinés a

rechercher de trés faibles niveaux d'hémolyse, suggérent un seuil inférieur de 2%.

Différentes concentrations des extraits de champignons étudiés ont été testées sur une
suspension d'érythrocytes humains a 2% et 1'activité hémolytique a été évaluée en pourcentage
d'hémolyse. Dans ce contexte, I'objectif de cette ¢tude est de déterminer la toxicité de ces
extraits. Les résultats obtenus révelent que les pourcentages de I'effet hémolytique sont

directement proportionnels a la progression des concentrations de l'extrait.

En effet, au regard des constatations recueillies dans cette partie de notre travail, nous
pouvons affirmer que, tous les extraits analysés a une concentration de (0,25mg/mL) ne
provoquent qu'un faible effet hémolytique parfois méme négligeable. A partir de (0,5 mg/mL)
une activité hémolytique modérée est enregistrée allant de 0,96 + 0,04% pour ’E_TC_HM de
T. claveryi a 7,51 £ 0,74% pour ’E_TP_DCM de T. pseudonictitans.
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A la dose de (1 mg/mL), un taux d’hémolyse important a été noté pour les deux extraits
de S. collinitus et T. pseudonictitans respectivement E_ SC_Hx, E_ SC_HM avec des taux
respectifs de 10,29 + 1,02%; 10,44 + 1,62% et E TP_AEEM, E_ TP _DCM avec des taux
respectifs 19,41+ 1,95%; 20,52 +1,37% et E_BS_HM de B. satanas respectivement de ’ordre
de 20,63 £ 0,31%.

L'extrait qui semble étre le plus toxique a la dose de 2 mg/mL et qui induit la fuite
d'hémoglobine la plus importante est I’E_TP_DCM de 7. pseudonictitans avec des taux
d’hémolyse de 38,35 + 2,64% suivi par les extraits E_ BS HM de B. satanas et E_SC_Hx de S.
collinitus qui présentent un pouvoir d'hémolyse aussi important d’ordre de 28,07 = 1,41% et

26,03 £ 0,56% respectivement.

Différentes protéines cytolytiques ont été isolées de champignons toxiques et
comestibles. Les hémolysines ont été isolées a partir de trés peu d'especes de champignons
(Tomita et al., 1998). Agrocybe aegerita est connu pour posséder de grandes quantités
d'aegerolysine, une protéine hautement hémolytique. Aussi, l'ostreolysine de P. ostreatus
affecte la tension annulaire de 'aorte et la contraction soutenue des artéres coronaires chez le
rat. Les deux protéines appartiennent a la famille des aegerolysines. Ces protéines
hémolytiques, 1'ostreolysine et 1'aegerolysine, ont été purifiées a partir des fructifications des
champignons comestibles de Pleurotus ostreatus et Agrocybe aegerita (Berne et al., 2002).
Pour prendre en considération la sécurité alimentaire, les effets toxiques possibles de
l'aegerolysine ne peuvent étre ignorés lorsque A. aegerita est consommé, surtout si le
champignon n'est pas correctement cuit. Il n'y a pas eu de rapports sur 1'4. aegerita cru causant
une intoxication alimentaire car la plupart des préparations d'A. aegerita sont bouillies sous
forme de soupe avant d'étre consommeées (Jin et al., 2014). D’un autre c6té, la flammutoxine a
¢té isolée des fructifications comestible de Flammulina velutipes (Tomita et al., 1998).
L'éryngeolysine a été isolée de fructifications fraiches de Pleurotus eryngii. Bien que
I'éryngeolysine présente une action antibactérienne spécifique contre les especes de Bacillus,
elle est dépourvue d'action antifongique (Ngai & Ng, 2006). Une hémolysine dénommeée
nébrodesolysine a été isolée de Pleurotus nebrodensis, cette hémolysine avait une double
fonction biologique, une activité induisant l'apoptose et une activité anti-VIH-1 (Berne et al.,
2002). La schizolysine, une hémolysine provenant de Schizophyllum commune. La schizolysine

induit la lyse de divers types de cellules, dont les érythrocytes (Han et al., 2010).
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L'activit¢  hémolytique de l'ergostérol isolé du basidiomycete Pleurotus
salmoneostramineus, a été testée sur des érythrocytes de souris, le composé n'a induit aucune
hémolyse significative (7,03% + 11,6) a la plus haute concentration testée par rapport aux

cellules non traitées (Alexandre et al., 2017).

Par ailleurs, les extraits aqueux et méthanolique de G. /ucidum se sont révélés sans danger
pour les érythrocytes humains (ne dépassent pas les limites de 5% de la lyse a 1.0 % d’extrait),
tandis que les extraits d'acétate d'éthyle et méthanolique se sont révélés toxiques (dépassent
largement 80% de la lyse a 1.0 % d’extrait) (Sharif et al., 2017). Les extraits méthanolique de
trois especes de champignons comestibles portugais étudié par Barros et al., (2007) ont inhibé
I'hémolyse des érythrocytes de facon dépendante de la concentration. Une fois de plus, L.
giganteus a montré un effet protecteur plus élevé contre 1'hémolyse des érythrocytes (72,8 % a
5 mg/ml) que les autres champignons (34,2 % pour S. imbricatus et 31,8 % pour 4. arvensis).
Toujours dans cette étude , le pourcentage d'inhibition de l'acide L -ascorbique standard sur
I'hémolyse des globules rouges était beaucoup plus élevé (94,6 % a 1 mg/ml) que ceux des
extraits de champignons et il s'agit ici du taux d’effet protecteur et non du taux d'hémolyse

(Barros et al., 2007).

Le pouvoir hémolytique des especes 7. pseudonictitans (E_TP_HM et E TP_ AEEM),
B. satanas (E_BS_HM) et S. collinitus (E_SC_HM) peut étre en corrélation avec sa teneur en
saponine ainsi qu'a d'autres composés qui nécessitent des recherches plus approfondies. ces
constatations peuvent notamment s'expliquer par la composition chimique de ces especes en
substances bioactives de diverses natures et a leur interaction, certaines especes sont connues
d’étre toxiques comme B. satanas, mais la présence de toxine hémolytique demeure a
confirmer. Les saponines peuvent avoir une interaction avec les stérols de la membrane des
globules rouge, ce qui entraine sa détérioration et la perte d'hémoglobine. La majorité des
saponines ont des effets cytotoxiques et hémolytiques. Les saponines stéroidiennes ont un effet
hémolytique plus important et plus intense que les saponines tri-terpéniques (Chen et al., 2018;

Juang & Liang, 2020; Savarino et al., 2022).

La variation de la teneur en composés myco-chimiques est susceptible d'étre due aux
différents parametres tels que le site d'échantillonnage, les facteurs de croissance, la polarité
des solvants, les conditions d'extraction, le niveau de polymérisation des biomolécules actives,
l'interaction de ces produits chimiques avec d'autres constituants et la formation de composés

insolubles (Singh et al., 2021).
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Plusieurs recherches sont actuellement menées sur les propriétés antioxydantes de
produits naturels tels que les champignons. De nombreuses espéces sont supposées avoir des
propriétés antioxydantes, leur permettant de neutraliser les radicaux libres. La médecine
préventive et l'industrie alimentaire ont fait preuve d’un intérét accru pour le développement
d'antioxydants naturels, étant donné que les antioxydants synthétiques peuvent avoir une
utilisation limitée dans les aliments. Les dommages cellulaires causés par les radicaux libres
semblent étre un facteur important du vieillissement et des maladies dégénératives. Les
antioxydants forment notre premiere ligne de défense contre les dommages causés par les
radicaux libres. Le besoin d'antioxydants est d'autant plus important que l'exposition aux
radicaux libres augmente (Yildirim et al., 2012; Butkhup et al., 2018; Anusiya et al., 2021;
Chun et al., 2021; Kour et al., 2022).

La capacité antioxydante totale a été représentée en termes d'équivalents microgrammes
d'acide ascorbique par milligramme d'extrait sec. Les deux extraits E PEF AEEM de P.
eryngii var ferulae et E_MB_AEEM de M. broomeianus ont respectivement enregistré les
niveaux de capacité antioxydante totale (CAT) les plus élevés de ’ordre de (56,51 £ 0,27 et
54,88 + 0,25 (ug EAA/mg Ext-S).), tandis que l'extrait E_ TP _Hx de 7. pseudonictitans a
présenté la CAT la moins efficace (1,66 + 0,17 pg EAA/mg Ext-S). Quant au test CAT, les

valeurs les plus élevées signifient un pouvoir réducteur plus important (Reis et al., 2014).

Nos résultats sont meilleurs que ceux obtenus par Ayvaz et al., (2019), car la CAT des
extraits méthanolique de champignons C. cibarius, L. deliciosus et L. pyrogalus est
respectivement de 1’ordre de 32,36 + 1,50 ; 29,20 + 1,00 ; 27,58 £ 2,25 mg AA/g. De méme les
résultats des extraits cyclohexane, chloroforme, éthanol et aqueux de R. satanas obtenu par
Morel et al., (2018) ont été respectivement de ’ordre de 8,22 + 1,09 ; 14,31 £ 1,50 ; 17,46 +
1,86 ; 30,52 + 4,16 mg EAG/g EMS. Par ailleurs P. eryngii, Agaricus albertii, Agaricus
urinascens var. excellens étudiés par Reis et al., (2014) ont montré des valeurs de CAT

respectivement de I’ordre de 18.43+4.94 ; 18.36+0.10 ; 15.44+0.28 mg GAE/g extrait.

Aussi, la CAT de P. eous variait entre 1,98 a 5,84 mg GAE/g d'extrait, le constat fait est
que l'extrait de méthanol a montré ’activité la plus importante suivie par celui de l'acétate

d'¢thyle (Sudha et al., 2012).
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Dans un deuxiéme temps nous avons estimé I'activité¢ antioxydante en recourant au test
de piégeage du radical DPPH®. Les résultats de tous les extraits de champignons étudiés ont été
moins effectifs que le standard (I’acide ascorbique). Les ICso des extraits E BS DCM de B.
satanas , E_SC_DCM de S. collinitus , E_PEF _AEEM de P. eryngii var ferulae, E_SM_HM
de S. mediterrneensis et E MB_HM de M. broomeianus ont été respectivement de 38,19 + 2,22
;39,52+£0,91; 46,25+ 1,15; 50,56 £ 1,74 et 50,49 + 1,51 pg/ml et ce que nous avons constaté
est que ces extrait ont été¢ deux fois moins efficaces que l'acide ascorbique qui a révélé une I1Cso

de I’ordre de 21,34 + 0,44 ug/ml.

Dans I’étude réalisée par Morel et al., (2018), une extraction séquentielle a été réalisée
avec des solvants de polarité croissante (cyclohexane, chloroforme, éthanol, eau) sous
sonication effectuée sur 07 champignons, parmi les 28 extraits de ces champignons qui ont été
¢valués par le test DPPH, 07 extraits ont révélé une ECso< 1 mg/mL, a savoir les extraits
chloroformés, éthanoliques et aqueux de C. calopus ; les extraits éthanoliques de R. satanas et

G. castaneus et les extraits cyclohexane et chloroformés de S. luteus.

Dans ce contexte, on constate que bien que R. satanas soit toxique, mais il a aussi un

potentiel antioxydant.

L’ICso de l'activit¢ antioxydante par DPPH des extraits méthanolique de cinq
champignons médicinaux du genre Pleurotus étudié par Stastny et al., (2022) variait de 204,5

+ 45,8 ng/mL a 1134,0 + 65,8 ng/mL, 'effet le plus ¢levé a été celui de P. flabellatus.

D’apres 1’étude réalisé par Gao et al., 2020, 1’'ICsp a ét¢ de I'ordre de 5,12 pg/mL
enregistrée pour la fraction acétate d'éthyle de . obliquus, ce qui est largement efficace par

rapport a nos résultats.

Dans I’¢tude réalisée par Ayvaz et al.,, (2019), I'lCso du test DPPH des extraits
méthanolique de C. cibarius, L. deliciosus et L. pyrogalus était respectivement de 4,48 = 0,17 ;
4,07 £ 0,56 ; 1,93 + 0,84 mg/mL alors que la ICso du standard I’acide ascorbique a été de(0,003
+ 0,000 mg/mL.

Par contre nos résultats sont meilleurs que ceux enregistrés par Kakoti et al., (2021), car
ils ont constaté que I’ICso du DPPH pour onze champignons était largement faible dont la
meilleure ICso a été de 330,64+52,4 png/mL d'extrait pour Lentinus sajor-caju comparée au

standard tocophérol (18,9+£2,3 pug/mL).
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L'extrait méthanolique et l'acétate d'éthyle de H. rufescens ont montré un piégeage des
radicaux libres DPPH® avec une ICso de 0.855 + 0.01 et 0.852 + 0.003 mg/mL respectivement,
par contre le standard BHT a donné des ICso de 0,018 £ 0,01 mg/mL (Garrab et al., 2019).

Dans une autre étude réalisée par He et al., (2016), la valeur ECso de test DPPH de I'extrait
polysaccharide brut de P. erungii est de 0,41 + 0,01 mg d'extrait /ml, alors que la molécule de

référence (la Vit C) est <0,1 mg/ml.

L’ECso de l'activité de piégeage du DPPH de 1'extrait méthanolique de Phellinus linteus
et du Trolox utilis¢é comme standard ont été respectivement (70 = 0 et 43,03 £ 1,71 ug/mL)
(Reis, et al., 2014). Nos résultats sur la capacité de piégeage du radical DPPH® restent plus

intéressants en comparaison avec ceux déterminés par les études précédentes.

La capacité de piégeage du radical I’ABTS®" de six extraits, E_SC_DCM et E_SC_Hx
de S. collinitus, E BS DCM de B. satans, E_ PEF_AEEM de P. eryngii var ferulae,
E MB_AEEM de M. broomeianus et E_ SM_HM de S. mediterrneensis ont présenté¢ une
activité inhibitrice importante en enregistrant des ICso de 1’ordre respectif de 10,72 + 0,24 ;
42,39+ 1,37 ;25,95 + 1,81 ;37,03 + 0,41 ; 38,02 £ 1,17 et 43,13 &+ 3,98 ng/ml et nous avons

constaté qu’ils sont meilleurs méme que 1'acide ascorbique (49,29 + 0,34 pg/ml).

De plus les travaux de Cayan et al., 2021a ont montré une meilleur résultat de ICso de
I'ABTS de I'extrait hexanique de Daedalea quercina et Schizophyllum commune (5,75 = 0,11
et 10,26 = 0,11 ug/mL respectivement), cependant pour le standard a-Tocophérol 1I’ICso a été
de38,51 £ 0,54 pg/mL et le BHA a ¢été aussi de 11,82 £ 0,09 ug/mL. En outre, I'é¢tude réalisée
par Garrab et al.,, 2019 a rapporté que l'extrait méthanolique et d'acétate d'éthyle de H.
rufescens n'ont pas montré de bonnes activités antioxydantes d'ABTS car les valeurs d’ICso ont
¢été respectivement de 0,787 £+ 0,03 et 0,12 £ 0,01 mg/mL, comparés au standard BHT qui a
révélé une ICso de 0,050 = 0,01 mg/mL.

A propos de I’évaluation de ’activité réductrice du fer, I’ECso d’extrait E_SC_DCM de
S. collinitus a fait apparaitre le meilleur pouvoir réducteur de 'ordre de ECs50=0,046 + 0,002

mg/mL plus important méme que celui de 1'acide ascorbique (ECs50=0,052,70 &+ 0,37 mg/mL).
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En parall¢le, le pouvoir réducteur du fer est comparable a celui de I'acide ascorbique pour
les extraits E BS AEEM de B. satanas, E_SC_AEEM de S. collinitus, E_ SM_AEEM de S.
mediterrannensis (ECso= 0,062 £ 0,008 ; 0,070 + 0,014 ; 0,090 + 0,004 mg/mL respectivement),
ces résultats restent toujours inférieurs a ceux de 1’acide ascorbique. D'autre part, les extraits

Hx ont manifesté le pouvoir réducteur le plus faible.

Gao et al., 2020 ont constaté dans le test FRAP que la valeur d'absorbance de la fraction
d'acétate d'éthyle de 1. obliquus augmentait avec la concentration, et était comparable a celle du

controle positif.

L'extrait méthanolique de M. giganteus, A. silvaticus et l'extrait d'acétate d'éthyle de H.
rufescens ont montré une faible capacité de réduction de fer, avec des valeurs ICso de 0,496 +
0,01 ;0,491 £ 0,01 et 0,372 + 0,02 mg/mL respectivement, par rapport au standard BHT qui a
¢été estimé a 0,02 £ 0,01 mg/mL (Garrab et al., 2019). L’ECso de l'extrait d'acétate d'éthyle de
P. eous a été faible (1,5+£0,12 mg/mL) (Sudha et al., 2012).

Dans une étude menée par Heleno et al., 2010 sur l'extrait méthanolique des espéce de S.
mediterraneensis, H. aurantiaca et R. vesca, ils ont remarqué que ces extrait ont manifestés un
pouvoir réducteur remarquable avec des ECso inférieurs a 2,5 mg/ml, cependant, S. collinitus a

montré un faible pouvoir réducteur en enregistrant des ECso supérieurs a 2,5 mg/ml.

Un vaste éventail de champignons a été signalé comme possédant des propriétés
antioxydantes. Les extraits de champignons contiennent de nombreux composants, dont chacun
est propre et spécifique a une espece. Les composés antioxydants se trouvent dans les
fructifications, le mycélium et les cultures, qui peuvent étre des composés phénoliques, des
polysaccharides, des tocophérols, des flavonoides, des caroténoides, des glycosides et de 1'acide
ascorbique (Yildirim et al., 2012; Butkhup et al., 2018; Anusiya et al., 2021; Chun et al.,
2021; Kour et al., 2022).

Tous les extraits préparés ont montré divers potentiels d'activité antioxydante totale, un
degré variable de piégeage des radicaux libres DPPH®, ABTS®" ainsi qu'un effet de réduction
du fer varié. Les résultats des tests de I’activité antioxydante se sont avérés étre en accord avec
la littérature précédente. En effet, les extraits E PEF AEEM de P. eryngii var ferulae,
E_ MB_AEEM et E MB_HM de M. broomeianus ont enregistrés les plus fortes capacités

antioxydantes totales.
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Cependant, nous avons constaté que tous les extraits analysés ont montré une capacité a
piéger le radical DPPH" inférieure au standard, les extraits E_ BS_ DCM de B. satanas et
E_SC DCM de S. collinitus sont comparables a deux fois la valeur de 1'acide ascorbique. Par
ailleurs, les extraits E PEF AEEM de P. eryngii var ferulae, E_ MB_AEEM de M.
broomeianus, E_SC_Hx et E_ SC_ DCM de S. collinitus, E BS DCM de B. satanas et
E_SM_HM de S. mediterrneensis ont présentés une bonne activité du piégeage du radical
ABTS®*" et méme meilleures que la molécule de référence. Aussi, ’extrait E_ SC_DCM de S.
collinitus a enregistré un pouvoir réducteur du fer important méme a celui de 1'acide ascorbique,
de leurs cotés, les extraits E BS AEEM de B. satanas, E_ SC_AEEM de S. collinitus,
E_SM_AEEM de S. mediterrneensis n’ont pas franchis le niveau de deux fois la valeur du

standard.

Les résultats de l'inhibition de I'a-amylase sont liés a la thérapie du diabéte de type 2. Au
cours de la présente étape d'étude, nous avons évalué /n vitro la possibilité des extraits a inhiber
l'enzyme o-amylase par rapport a 1’'ICso de l'acarbose laquelle a enregistrée un taux de
45,13+£2,38 ng/mL. Ce que nous avons tiré de cette étude est que les extraits de champignons

ne montrent qu'un faible impact inhibiteur sur l'activité de 1'alpha-amylase.

L’E TC _HM de T. claveryi et TE_MB_DCM de M. broomeianus ont eu l'activité
inhibitrice la plus marquée sur I'a-amylase avec des ICso de 0,124+0,005 mg/mL et 0,125+0,021
mg/mL respectivement, tandis que I’E_SC_Hx de S. collinitus; et E_BS Hx de B. satans ont

présenté le plus faible potentiel de pouvoir inhibiteur.

A travers 1’¢étude réalisée par Gao et al., (2020), il apparait que 1’ICso de l'inhibition de
'a-amylase de cinq champignons, dont l'extrait méthanolique de Inonotus radiatus a présenté
un résultat de I’ordre de 0,28 + 0,03 mg/mL qui reste inférieure a celle de standard d'Acarbose
(0,02 £ 0, 00 mg/mL), En revanche, de trés intéressantes valeurs d’ICso ont été déterminées par
Cayan et al., (2021) pour l'extrait méthanolique et d’hexane de Daedalea quercina, I. radiatus
avec des taux respectifs de 0,13 = 0,01 et 0,37 + 0,04 mg/mL par rapport au standard (0,37 +
0,01 mg/mL), la fraction d'acétate d'éthyle de 1. obliquus inhibe efficacement I'a-glucosidase et
l'a-amylase avec une valeur d’ICso de 6,08 et 10,27 ug/mL respectivement, qui ont ¢été

comparable a celle du controle positif, I'acarbose.
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Une recherche dirigée par Stojkovic et al., 2019 a montré que les extraits méthanolique
d'dgaricus blazei, Coprinus comatus, Inonotus obliquus, Phellinus linteus n'ont pas inhibé
I’enzyme de I'a-amylase car, les ICso du potentiel inhibiteur ont été de 1719,20 + 89,53 ; 714,45
+44.44 ;830,32 + 28,24 ; 1479,46 £ 92,86 png/mL, par contre 1’ICso de 'acarbose a été de 87,15
+ 2,93 pg/mL de méme pour Cordyceps militaris et Morchella conica, 1’ICsp n'a pas été

effective aux concentrations testées.

Les résultats de 1'¢tude de Su et al.,, 2013 ont révélé que les extraits n-hexane des
fructifications de six champignons médicinaux (Grifola frondosa, Hericium erinaceum,
Agaricus blazei, Ganoderma lucidum, Coriolus versicolor et Phellinus linteus) ont présenté une
puissante activité anti-a-glucosidase mais une faible activité anti-a-amylase car G. frondosa a
montré l'activité anti-glucosidase la plus forte avec une ICso évaluée a 0,0376 mg/mL contre
4,69 mg/mL enregistrée pour l'acarbose, tandis que C. versicolor posséde la meilleure activité
anti-a-amylase par rapport aux autres champignons avec une ICso de 1,20 mg/mL, mais reste

bien inférieure a la ICso de I'acarbose qui a révélé une valeur de 0,039 mg/mL.

Des travaux tres intéressant sur les truffles tel que celle menée par Al-Ahmed & Khalil,
2019, qui ont enregistré des valeurs d’ICso de l'activité inhibitrice de I'a-amylase obtenu par
l'extrait méthanolique de 7. claveryi avec une valeur de 38,7ug/ml et qui a été plus puissante
que celle de l'acarbose en tant que standard positif qui a donné une valeur ICso de 45,3 pg/ml
dans les mémes conditions. Une autre étude menée sur l'extrait méthanolique de Tuber aestivum
Vittad a rapporté une valeur d’ICso de 492.50 ng/mL par contre 1I’ICso de 1'Acarbose a été de
42.13 pg/mL (Beara et al., 2021).

Un récent travail mené sur 1'extrait aqueux sous PLE (extraction liquide pressurisée) de
T. claveryi et T. aestivum a révélé des valeurs d’ICso de 66,7 et 9,44 mg/mL respectivement, et
une ICso de I'Acarbose de 0,67 mg/mL (Tejedor-Calvo et al., 2022). Les extraits aqueux de
macérat, d'infusion et de décoction de 7. claveryi assistés par micro-ondes montrent une
remarquable efficacité inhibitrice de 1'a glucosidase In vitro, avec des ICso de 2,43, 3,26, 5,18
et 3,31 mg/mL, respectivement, (I'Cso de 'acarbose était de 0,33 mg/mL) (Abu-odeh et al.,
2022). Une recherche a également ét¢ menée pour tester I'effet anti-hyperglycémique de I'extrait
¢thanolique de 7. boudieri sur des rats diabétiques (induits par la streptozotocine), les résultats
de I'¢tude ont révélé que les rats nourris avec l'extrait éthanolique ont présenté une réduction

significative des niveaux de glucose dans le plasma (Shakshak et al., 2014).

231




Partie expérimentale Discussion

Sur la base des valeurs ICso de I'activité a-amylase, les champignons testés dans les études
précédentes ont manifesté une inhibition beaucoup plus faible que 1'acarbose. Les différences
dans ces résultats peuvent €tre dues a des changements au sein de la variété ou a leur stade de
maturation, également les parametres utilisés dans I'extraction tels que la température, le temps
et la méthode d'extraction peuvent étre préjudiciables a I'obtention d'inhibiteurs d'a-amylase
(Tejedor-Calvo et al., 2022). Dans I’ensemble des résultats recueillis nous avons constaté que

tous les extraits ne manifestent qu'un léger effet inhibiteur sur 'activité de l'alpha-amylase.

Les composés anti-inflammatoires agissent en inhibant l'enzyme cyclo-oxygénase,
responsable de la conversion de l'acide arachidonique en prostaglandines. Les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) apportent leurs propriétés protectrices en stabilisant les
membranes lysosomales ou en bloquant la décharge des enzymes lysosomales (Mounnissamy

et al., 2007).

Les leucocytes génerent des médiateurs et des enzymes lysosomales, ceci est donc
considéré comme un facteur important entrainant des altérations des macromolécules, a travers
la peroxydation lipidique des membranes associée a l'oxydation de l'hémoglobine et a
I'hémolyse. Par la suite, l'acide arachidonique est libéré de la membrane et transformé en
prostaglandine, ce qui peut aboutir a la défaillance des tissus de 'h6te (infarctus et polyarthrite
rhumatoide). Par conséquent, la stabilisation de la membrane lysosomale est également vitale

pour surveiller la réaction inflammatoire (Anosike et al., 2012; Desai et al., 2020).

Le mécanisme possible de cette dénaturation se résume a l'altération des liaisons
¢lectrostatiques, hydrogeéne, hydrophobes et di-sulfide qui maintiennent la structure
tridimensionnelle des protéines In vivo, cette dénaturation provoque l'induction de la réaction
inflammatoire par la production d'auto-antigenes. Il existe de nombreux composés susceptibles
de présenter des effets anti-inflammatoires. Cet effet peut étre démontré par la méthode d'anti-
dénaturation des protéines et la méthode de stabilisation de la membrane induite par la chaleur.
Il s'agit d'un processus dépendant de la concentration et de la protection croissante avec
l'augmentation de la concentration de 1'échantillon (Anokwah et al., 2022). Dans cette étude,

les extraits a effet anti-inflammatoires constitu¢ un aspect particuliecrement important.
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Les protéines peuvent étre divisées en deux catégories : les fibreuses, qui ont tendance a
étre insolubles dans I'eau, et les globulaires, qui sont plus solubles dans I'eau. Une protéine peut
avoir jusqu'a quatre niveaux de structure. La structure primaire consiste en une séquence
spécifique d'acides aminés. La chaine peptidique qui en résulte peut former une hélice o ou un
feuillet B-plissé, ce que l'on appelle la structure secondaire. Ces segments de structure
secondaire sont incorporés dans la structure tertiaire de la chaine polypeptidique repli¢e. La

structure quaternaire décrit les arrangements des sous-unités (Gueboudji et al., 2022).

Afin d'évaluer l'effet anti-inflammatoire in-vitro des extraits des champignons étudiés,
nous avons fait le choix de la méthode de dénaturation des protéines (Bakhouche et al., 2021;

Anokwabh et al., 2022).

Parmi les protéines les plus courantes dans le plasma sanguin figure 1'albumine, connue
pour sa capacité a interagir et a transférer un large éventail de substances, dont des acides gras,
des hormones et divers médicaments, sa structure chimique peut étre altérée par des médiateurs

pro-inflammatoires (Tanaka et al., 2014).

L'inflammation est la réponse biologique des tissus de l'organisme a toute sorte de
traumatisme physique, d'irritation ou de stimulus hasardeux, comme les infections et les cellules
endommagées. Elle peut étre déclenchée pour diverses raisons, notamment par des virus, des
bactéries, des substances chimiques et des I¢sions tissulaires. Il s'agit d'une composante de la
réponse immunitaire non spécifique. Le processus inflammatoire, qui est normalement
autolimité¢, se transforme en persistance dans certaines pathologies, et des maladies
inflammatoires chroniques peuvent en résulter (Ferrero-Miliani et al., 2007). La dénaturation
des protéines est un marqueur des maladies inflammatoires et arthritiques, conduit a la

production d'auto-antigeénes, qui induisent des troubles auto-immuns (Dey et al., 2011).

Une correspondance étroite entre le développement de troubles inflammatoires et la
dénaturation des protéines a été constatée. Une modification de la structure de repliement est
connue sous le nom de dénaturation d'une protéine, produite a la suite d'une exposition a la
chaleur, a certains produits chimiques ou a des changements de pH, qui entraine une perte de
leurs fonctions biologiques. La dénaturation des protéines est un processus au cours duquel les
protéines perdent leurs structures secondaires et tertiaires en raison de l'altération de leurs

liaisons hydrogene, hydrophobes, électrostatiques et disulfures.
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La plupart des protéines perdent leurs fonctions biologiques aprés dénaturation et
induisent la production d'auto-antigénes, a l'origine de plusieurs dysfonctionnements auto-
immuns, dont des maladies rhumatismales et inflammatoires (Moualek et al., 2016;

Sarveswaran et al., 2017; Choudhury et al., 2021; Baskaran et al., 2022).

Les médicaments anti-inflammatoires les plus utilisés ont une variété d'effets indésirables
(Tripathi, 2019). Les anti-inflammatoires non stéroidiens auraient des propriétés protectrices
par la stabilisation de la structure de I'albumine (Mizushima, 1966; Larsen et al., 2016),
comme le diclofénac de sodium, l'indométhacine, l'ibuproféne ou la phénylbutazone, ils
agissent en diminuant la synthése endogene des prostaglandines, ce qui supprime l'activité
enzymatique des COX et empéche également la dénaturation des protéines (Phillips et al.,
1993; Shovo et al., 2021). Les composés naturels peuvent fournir une nouvelle source de
produits chimiques ayant des propriétés anti-inflammatoires substantielles (Bennett et al.,

2012).

Le défi consiste a identifier les molécules qui présentent les plus forts pouvoirs d'action
aux doses les plus faibles possibles. Les effets anti-dénaturation observés pour la BSA
lorsqu'elle interagit avec des composés biologiquement actifs pourraient étre manipulés en tant
que criblage pharmacologique préliminaire sans utiliser d'animaux afin de sélectionner des
produits naturels pour le développement de médicaments thérapeutiques (Cheshmeh Ali et al.,
2018). La présence de polyphénols dans les extraits peut étre responsable de cet impact
bénéfique. Leurs effets positifs ont été rapportés par plusieurs auteurs dont parmi nous citons
Gonzalez-Gallego et al., (2010) et Heendeniya et al., (2018). Les composés capables
d'empécher la dénaturation des protéines seraient donc prometteurs pour le développement de

médicaments anti-inflammatoires (Chandra et al., 2012)

Les troubles inflammatoires générent des radicaux libres, qui favorisent la dénaturation
des protéines, la perméabilité¢ vasculaire et l'altération des membranes. Par conséquent, les
réactions d'oxydation et d'inflammation peuvent étre prévenues par l'admission d'agents

antioxydants et anti-inflammatoires (Umapathy, et al., 2010).
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Dans notre étude, les vingt-cing extraits de champignons ont ét¢ caractérisés par des effets
trés variables d’inhibition de la dénaturation de 1'albumine induite par la chaleur. Le résultat de
l'activité anti-inflammatoire /n vitro d’inhibition de la dénaturation de BSA a une concentration
de 1500 pg /mL a montré que la capacité d'inhibition maximale a été€ observée pour les extraits
de dichlorométhane E_PEF DCM de P. eryngii var ferulae et du mélange de solvants
E_MB_AEEM de M. broomeianus pour maintenir la structure tridimensionnelle des protéines
contrblant la production d'auto-antigéne avec des pourcentages respectifs de 87,45 + 1,31% et
de 87,06 = 0,78%. Ceci est di a la présence des principaux composés bioactifs présents dans
ces especes. La bonne activité des deux premiers extraits est suivi par celles des extraits de
I’E_MB_HM de M. broomeianus (85,88 +0,78%), E_ TC_HM de T. claveryi (83,53 = 1,57%),
E_PEF_AEEM de P. eryngii var ferulae (80,39 + 1,83%), E_ PEF_HM de P. eryngii var
ferulae (78,43 + 0,52%), E_SM_HM de S. mediterrneensis (71,37 £ 1,3%) a la méme
concentration. Le diclofénac sodique (un médicament anti-inflammatoire standard), a la
concentration de 75 mg/3mL, a manifesté le meilleur effet d'inhibition avec un maximum de

98,43 + 0,52% enregistré a la concentration de 1500 pg/mL.

A une faible concentration (93,5 pg /mL), l'extrait E TC_HM de T. claveryi a donné une
meilleure inhibition de la dénaturation du BSA de 'ordre de 29,80 + 1,83% ce qui est trés proche
de celle du Diclofénac (75 mg/3mL) qui a exercé un pourcentage d'inhibition de 31,37 +2,09%
a la méme concentration. Les extraits obtenus par I’hexane n'ont pas montré de résultats

intéressants.

La présence de polyphénols dans les extraits peut étre responsable de cet impact
bénéfique. Leurs effets positifs ont été rapportés dans les travaux de Gonzalez-Gallego et al.,
(2010) et Heendeniya et al., (2018). Des résultats avantageux ont ¢t¢ démontrés par Melappa
et al., (2015), car l'inhibition maximale a été observée dans l'extrait méthanolique du
champignon de pourriture du bois Trametes ochracea (88,11%) par rapport a l'extrait par
I’hexane (51,63%). La concentration de 200png/ml du médicament anti-inflammatoire standard

Aspirine a montré une inhibition maximale de 75,80%.

Dans une autre ¢tude, Bains & Tripathi, 2017 ont démontré que les trois extraits aqueux
des champignons examinés ont été efficacement capables d'inhiber la dénaturation de
'albumine induite par la chaleur car une inhibition maximale a été observée chez P. floridanus
(86,5+£0,7%), suivi de P. ostreatus (82,5+0,8%), Trametes versicolor (80,4+1,5%), Calocybe
indica (77,240,7%), Agrocybe aegerita (74,6+0,9%) et Macrocybe sp.
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Comparés a ces résultats le diclofénac sodique a montré une inhibition maximale et
meilleure que tous les extraits ci-dessus de 94,9+1,2%° a la concentration de 2000 pg/ml. En
comparant nos résultats a la concentration de 1500pg/mL avec le travail de Bains & Tripathi,
2017 a 2000pug/mL nous pouvons déduire que les espeéces P. eryngii var ferulae, M.

broomeianus et T. claveryi ont présenté une activité protectrice trés intéressante.

L'hémolyse induite par la chaleur est la destruction des globules rouges suite a une
exposition a des températures élevées, cela entraine la libération d'hémoglobine ce qui provoque
des effets indésirables tel que I'anémie, des 1ésions rénales, un risque de thrombose et d'autres.
Elle peut étre causée par plusieurs facteurs notamment I'utilisation de certains médicaments,
comme la doxorubicine, un médicament anticancéreux, en particulier chez les patients exposés
a des températures €levées, par exemple en cas de fievre, de température ambiante élevée ou
d'activité physique . L'inhibition de de la lyse de la membrane des globules rouges induite par
la chaleur a été prise comme mesure du mécanisme de l'activité anti-inflammatoire de
I’échantillon, car les membranes des globules rouges humains (HRBC) sont considérées comme
similaires aux composants de la membrane lysosomale. La libération du contenu lysosomale
des neutrophiles pourrait étre inhibée sur les sites d'inflammation pour stabiliser la membrane.
Au cours de I’inflammatoire, les enzymes lysosomales et les composants hydrolytiques sont
libérés par les phagocytes dans l'espace extracellulaire, ce qui cause des dommages aux
organelles et aux tissus environnants et favorise également une variété de troubles. les AINS
agissent soit en inhibant ces enzymes lysosomales, soit en stabilisant les membranes
lysosomales (Nagababu & Lakshmaiah, 1994; Mounnissamy et al., 2007; Sandhya et al.,
2010; Govindappa et al., 2011; Puschner, 2012; Jure et al., 2016; Yesmin et al., 2020)

Il est possible de considérer que, le mode d'action probable des extraits naturels, ainsi que
les médicaments anti-inflammatoires pourraient étre li¢é a la liaison aux membranes
érythrocytaires avec une modification ultérieure des charges de surface des cellules, cela peut
empéecher l'interaction physique avec les agents d'agrégation ou favoriser la dispersion par

répulsion mutuelle des charges similaires qui sont impliquées dans I'hémolyse des érythrocytes.
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L'hémolyse induite par la chaleur peut étre inhibée par 'utilisation d'extraits naturels, tels
que: l'extrait de thé vert (polyphénols), la curcumine (dérivée du curcuma), le resvératrol, la
quercétine et d'autres. Elle peut également étre neutralisée par certaines espeéces de
champignons, en particulier : Ganoderma lucidum (qui contient des polysaccharides et des
triterpeénes), Grifola frondosa (contient des béta-glucanes), Lentinula edodes, qui peuvent
protéger les RBC des dommages causés par la chaleur. Un seuil exact d'inhibition de I'nhémolyse
induite par la chaleur peut varier en fonction de divers facteurs, tels que le type d'agent
stabilisant utilisé, la température, la durée de I'exposition et les caractéristiques spécifiques des
globules rouges. Néanmoins, une diminution de I'hémolyse de 50 a 70 % est généralement
considérée comme un bon indicateur de l'inhibition réussie de I'hémolyse induite par la chaleur,
aussi il est largement accepté comme un repére couramment utilisé dans ce domaine ( Sandhya
et al., 2010; Govindappa et al., 2011; Puschner, 2012; Jure et al., 2016; Yesmin et al.,
2020).

I ressort de la présente étude que les extraits E_ TC_HM de T. claveryi, E_PEF_AEEM
de P. eryngii var ferulae, E MB_HM, E MB Hx et E MB_AEEM de M. broomeianus a la
concentration de 250 pg/mL ont protégé la membrane des érythrocytes humains contre la lyse
induite par la chaleur et ceci mieux que ’acide acétyle salicylique. Il a été constaté aussi que
E_MB _HM de T. claveryi a été efficace pour inhiber I'hémolyse induite par la chaleur (75,50
+ 0,86%) a une concentration de 500 pg/mL par rapport au standard (73,10 £ 1,16%). Les
inhibitions maximales de 85,42 + 2,49% et 82,48 + 0,99% ont été estimée a la concentration de
1 mg/mL de E_ TC_HM de T. claveryi et E_MB_HM de M. broomeianus respectivement et
de 91,70 = 0,99% pour ASA a la méme concentration, tandis que pour IND (94,84 + 0,06%) a
la concentration de 250 pg/mL. Les extraits HM des 7. claveryi et M. broomeianus présentent

des pourcentages d’inhibition trés intéressants.

L'effet inhibiteur de I'hémolyse des extraits peut étre attribuable a la possession de
substances myco-chimiques présentes dans les extraits, qui ont probablement inhibé la
libération du contenu lysosomal site de l'inflammation, peut également étre due a l'effet

synergique exercé par ces myco-constituants.

L'extrait éthanolique aqueux (EEA) de Pleurotus pulmonarius dégraissé et ses fractions
T2 et T3 (fractions chromatographiques contenant des dérivés d'acides aminés) ont inhibé
I'hémolyse de la membrane des GRH induite par la chaleur de maniére concentration-

dépendante (Ahanonu et al., 2019).
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Le profil d'activité¢ observé pour I'EEA a la gamme de concentrations allant de 100 a
10000 pg/mL a été compris entre 28,3 et 87,3%. Pour le T2 a la gamme de concentration de
100 a 1000 pg/mL, ’efficacité a été comprise entre 35 et 81,7%, pour le T3 a la gamme de
concentration de 10 a 100 pg/mL son efficacité enregistré a été comprise entre 20 et 90% tandis
que pour les médicaments de référence comme 1’aspirine a la gamme de concentration de 1 a
100 pg/mL Defficacité enregistré a été de 14,3 a 86,03% et I'indométacine a la gamme de

concentration de 0,1 a 10 pg/mL a été de 23,33 a 81,67% (Ahanonu et al., 2019).

Dans une étude réalisée par (Melappa et al., 2015), il a ét¢ remarqué que l'extrait
méthanolique du champignon de pourriture du bois, Trametes ochracea, inhibe 1'hémolyse
induite par la chaleur a raison de 73.45+0.08%, par contre l'extrait d’hexane montre un faible
effet d'environ 44,78+0,13%. L'activit¢ maximale de stabilisation de la membrane a été

observée a partir du médicament standard aspirine (85,92+0,18%).

Dans une autre étude, I’extrait acétonique de P. ostreatus démontre la plus forte activité
inhibitrice de I'némolyse des érythrocytes de rat induite par la chaleur /n vitro de I’ordre de

52,6+2,1 % a une dose de 100 pg/mL (Jayasuriya et al., 2020).

Dans une autre paire de manche, la recherche scientifique s'intéresse aussi aux molécules
anti-hémolytiques d'origine naturel. Les antioxydants naturels que constituent les polyphénols
ont une activité anti-hémolytique qui contribue a protéger la membrane des globules rouges
contre la lyse (Chaudhuri et al., 2007; Cimen, 2008; Derouich et al., 2020; Suwalsky et al.,
2017). De ce fait l'activité anti-hémolytique des extraits pourrait s'expliquer par la modification
du rapport de volume de surface associé a une augmentation de la membrane érythrocytaire ou
une réduction du volume cellulaire par interaction avec les protéines membranaires (E1 Omari
etal., 2021). Shinde et al., 1999 ont rapporté une possible capacité a modifier le flux de calcium
dans 1'érythrocyte tandis que Umapathy et al., 2010 ont rapporté une puissante liaison aux
composés membranaires, en particulier aux protéines impliquées dans la régulation du volume
d'eau intracellulaire en controlant le mouvement des ions sodium et potassium a travers des

canaux protéiques.

En outre, Dhibi et al., 2014 , ont signalé une possible induction et le changement ultérieur
des charges sur la surface de la membrane empéchant l'interaction physique avec les agents

d'agrégation ou favorisant la répulsion des charges.
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La membrane érythrocytaire est surtout sensible a 'attaque des radicaux libres en raison
de sa forte teneur en acides gras polyinsaturés, ainsi que du transport moléculaire de I'oxygeéne
par I'hnémoglobine. La peroxydation lipidique de la membrane érythrocytaire humaine médiée
par I'AAPH, induit des dommages membranaires et une hémolyse subséquente (Aman et al.,

2013; Garcia-becerra et al., 2016; Meziti et al., 2019).

Les activités antioxydantes sont généralement évaluées a travers des tests colorimétriques
In vitro (DPPH, ABTS, etc.). Ces tests peuvent étre intéressants pour un criblage préliminaire,
mais leur signification biologique est limitée car les agents antioxydants doivent traverser la
membrane cellulaire et atteindre leurs cibles. Par conséquent, le potentiel antioxydant des
extraits doit étre étudié en utilisant des cultures cellulaires (Tejedor-Calvo et al., 2022) ou des
tests In vivo (Takebayashi et al., 2010). Les agents antioxydants qui ne pie¢gent les radicaux
DPPH ou ABTS rapidement ne sont pas nécessairement des antiradicalaires €rythrocytaires

faibles (Takebayashi et al., 2010).

Le principe de cet essai est de soumettre 1'érythrocyte a une agression radicalaire thermo-
controlée. Toutes les familles d'antioxydants présentes (endogeénes et exogeénes) sont mobilisées
pour lutter contre l'attaque oxydante et protéger l'intégrité des érythrocytes entrainant le

retardement de 1'hémolyse.

Afin d’investiguer le pouvoir de ces extraits sur la préservation de 1'intégrité cellulaire,
principalement assurée par la membrane, on a expos¢ les érythrocytes a des situations de stress
mécanismes nucléophiles et radicalaires. L’éventuelle pouvoir anti-hémolytique des extraits
des champignons testés a été estimé par un suivi spectrophotométrique. La cinétique de la
disparition progressive des hématies est surveillée par la mesure dynamique de la diminution
de I'absorbance a 620 nm. La résistance des globules rouge a 1’agression des radicaux libres est
traduite par le temps nécessaire a la lyse de 50% des érythrocytes (temps de demi-hémolyse ;
HTs0). Afin de déterminer si une corrélation linéaire est possible entre la concentration de

l'extrait et le temps de demi-hémolyse (HTso), on a utilis¢ les parametres AT.

Tous les extraits HM ont augmenté les temps de demie-hémolyse (HTs0) d'une maniére
dose-dépendante, a I'exception I'E_BS_HM de B. satanas une décroissance d'une fagon, effet
dose-dépendant est observé qu’est bien indiqué par le AT, ceci peut étre expliqué par le fait de

la capacité hémolytique enregistrée pour cette espece.
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Un effet dose-dépendant décroissant de l'extrait de B. satanas (E_BS_Hx), de l'extrait de
T. pseudonictitans (E_TP_Hx) et de l'extrait de S. collinitus (E_SC_Hx) sur les défenses
antioxydantes globales a été noté, avec un décalage vers la gauche des sigmoides d'hémolyse et

par conséquent un AT négatif.

L'E_ MB_DCM de M. broomeianus a montré des résultats anti-hémolytiques de grande
importance, toutes les concentrations (25, 50, 100 et 200 pg/mL) de l'extrait ont présenté un
HTs0 (199,09 + 1,85 ; 203,52 +£ 2,53 ; 221,71 £ 0,79 ; 230,03 + 2,31 min respectivement) et un
AT (115,28 = 1,85 ; 119,71 + 2,53 ; 137,90 = 0,79 ; 146,22 + 2,31 min respectivement)
supérieures a celles de I'acide ascorbique (HT50 179,66 + 0,66 ; 194,17 + 0,66 ; 208,23 £ 0,52
; 224,15 +0,65 respectivement) (AT 95,84 + 0,66 ; 110,35 + 0,66 ; 124,42 + 0,52 ; 140,34 +
0,65 respectivement). Ceci se traduit par un déplacement considérable de la sigmoide de

I'hémolyse vers la droite. Cette activité est considérée comme tres intéressante.

Il ressort ainsi que l'effet anti-hémolytique a une concentration de 200ug/mL des deux
extraits E PEF_AEEM de P. eryngii var ferulae et E MB_AEEM de M. broomeianus a
révélé une activité considérable se manifestant par une prolongation de la HTso ( 226,64 + 2,32
min et 224,42 + 2,24 min respectivement) et par conséquent du AT (142,83 + 2,32 min et 140,61
+ 2,24 min respectivement) meilleure par rapport au standard (HTso= 224,15 £+ 0,65 min et
AT=140,34 + 0,65 min).

Dans une étude menée par Madhanraj et al., (2019), 'utilisation d'un essai biologique
basé sur I'oxydation lipidique des membranes d'érythrocytes de sang de vache par H>O; a induit
des dommages membranaires et une hémolyse subséquente. Une efficacité élevée dans
l'inhibition de 1'hémolyse a été observée pour l'extrait de I’hexane de Pleurotus pulmonarius

avec un taux de protection de 97,39%.

Cependant, de nombreux articles sur les extraits de plantes ont montré des résultats
comparables. Les fractions de Globularia alypum ont montré une activité antihémolytique
notable en protégeant les érythrocytes de I'hémolyse. Une considérable HTso a été enregistrée
pour la fraction n-buanol (289+5.67 min) avec une concentration de 160 pg/ml (Ouffai et al.,
2021). L'extrait hydro-méthanolique (80%) par macération de Pinus halepensis a montré une
activité anti-hémolytique a des concentrations de 50 et 75 pg/mL, avec des temps de demi-

hémolyse (HTso) de 'ordre de 73,18 et 93,63 min, respectivement.
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Il est important de noter que E. MB_DCM (a toutes les doses testées) et E MB_ AEEM
(a la dose 200 pg/mL) de M. broomeianus et E_PEF _AEEM de P. eryngii var. ferulae ont
montré une protection anti-hémolytique plus intéressante et plus forte que les autres extraits et

¢galement plus puissante que le standard.

Ces extraits sont en effet de composition trés complexe et peuvent inclure diverses
molécules qui agissent indépendamment ou en synergie, par conséquent ils sont considérés
comme ¢étant une source d'antioxydants excellente car leur pouvoir antiradicalaire est plus
efficace que celui de l'acide ascorbique (antioxydant de référence). Les composes poly-

phénoliques sont réputés pour leurs capacités anti-hémolytiques (Tabart et al., 2009).
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Les champignons sont omniprésents dans la nature, ils font partie de l'alimentation
humaine depuis des milliers d'années, de nombreuses especes sont utilisées dans les
préparations culinaires ou la médecine traditionnelle dans les différentes parties du monde.
Les champignons contiennent des métabolites secondaires qui ont une série d'effets bénéfiques,
ils sont en fait utiles dans la prévention de diverses maladies, également ils sont réputés pour
leurs puissantes activités biologiques. Certains d'entre eux restent des sources importantes a des
fins thérapeutiques et offrent la possibilité d'étre des précurseurs ou méme des produits
auxiliaires pour la découverte de certains médicaments. Récemment, les champignons et les
truffes ont été présentés comme une nouvelle génération de produits bio-thérapeutiques.
Toutefois, le fait que les médicaments obtenus a partir de champignons soient utilisés depuis
'Antiquité permet de bien mieux connaitre leurs effets secondaires (Cayan et al., 2021; El-
ramady et al., 2022; Mwangi et al., 2022). Les champignons pourraient étre désignés comme
des nutriments fonctionnels en raison de leurs avantages pour la santé ainsi que de leurs
propriétés diététiques. Toutefois, il existe de nombreux champignons qui peuvent E&tre
venimeux s'ils sont consommés, cependant en plus de leurs effets toxiques ils posseédent des
composés bioactifs intéressants et variés (Govorushko et al., 2019; White et al., 2019;

Sevindik, 2020).

Les prospections mycologiques menées de I'automne 2018 au printemps 2022 a travers
la wilaya de Tlemcen, nous ont permis de réaliser une étude mycologique dont les résultats

obtenus :

% Quant aux nouveaux champignons recensés a 1'échelle nationale

Nous pouvons conclure qu'il s'agit de cinq especes de macromycetes qui n'ont jamais été
rapportées en Algérie, elles sont répertoriées pour la premiere fois en Algérie par la présente
¢tude, Il s'agit de : A.subperonatus, C. speciosissimus (dont le nom actuel est C. rubellus), G.

camerina ; H. piceae ; S. melanosperma.

+*+ Quant a l'inventaire mycologique :

56 especes ont été recensées dans les 15 sites de la zone d'étude, appartenant aux 40
genres, 28 familles et 11 ordres. En outre, nous relevons 33 espéces saprophytes, 19 especes
symbiotiques et quatre especes parasites. Cette liste de champignons est considérée comme
temporaire et doit étre régulicrement actualisée. L'espéce R. satanas et les deux especes

nouvellement enregistrées en Algérie : C. rubellus et G. camerina sont extrémement toxiques.
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Dans le cadre de la deuxiéme partie de ce travail, nous nous intéressons a sept
champignons supérieurs, a savoir P. eryngii var. ferulae, S. mediterrneensis, B. satans, M.

broomeianus, T. pseudonictitans, S. collinitus et la céleébre truffe 7. claveryi.

L'observation la plus importante est le niveau ¢élevé de cytotoxicit¢é de de 7.
pseudonictitans, B. satanas et S. collinitus. L'extrait semble étre le plus toxique a une dose de
(2 mg/mL) induit la fuite d'hémoglobine la plus importante est de 7. pseudonictitans
(E_TP_DCM) de I’ordre de (38,35 + 2,64%). Les extraits de B. satanas (E_BS_HM) et de S.
collinitus (E_SC_Hx) présentent un pouvoir d'hémolyse trés important d’ordre de (28,07 +
1,41% et 26,03 £ 0,56% respectivement).

Les extraits de: P. eryngii var ferulae (E_PEF AEEM), de M. broomeianus
(E_MB_AEEM), de S. collinitus (E_SC_Hx et E_ SC_DCM), de B. satanas (E_BS_DCM) et
de S. mediterrneensis (E_SM_HM) ont présentés une bonne activité du piégeage du radical
ABTS*" meilleurs que la molécule de référence. Aussi, I’extrait de S. collinitus (E_SC_DCM)
a enregistré un pouvoir réducteur du fer important méme a celui de I'acide ascorbique, les
extraits de B. satanas (E_BS_AEEM), de S. collinitus (E_SC_AEEM), de S. mediterrneensis
(E_SM_AEEM) ne franchissent pas le niveau de deux fois la valeur du standard. Nous
pouvons déduire que les especes P. eryngii var ferulae (E_PEF DCM), M. broomeianus
(E MB HM et E MB AEEM) et T. claveryi (E_TC _HM) ont présent¢ une activité
protectrice contre la dénaturation des protéines trés intéressante. Les extraits de 7. claveryi
(E_TC_HM), de P. eryngii var ferulae (E_PEF_AEEM), de M. broomeianus (E_MB_HM,
E MB Hx e¢t E MB_AEEM) a un niveau de (250 ug/mL) ont démontré une capacité de

protection de la membrane des érythrocytes humains contre la lyse induite par la chaleur.

A toutes les concentrations testées, l'extrait (E_MB_DCM) de M. broomeianus a
manifesté une puissante activité anti-hémolytique. Plus précisément, (I'E MB DCM) (a toutes
les doses testées), 'E_ MB_AEEM (a la dose de 200 g/mL) et 'E_ PEF _AEEM de P. eryngii
var. ferulae ont tous fait preuve d'une protection anti-hémolytique plus robuste que les autres
extraits ainsi que le standard. L'E_ MB_DCM de M. broomeianus a montré des résultats anti-

hémolytiques de grande importance, toutes les concentrations testées.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail nous a permis de contribuer a la valorisation des espéces analysées a travers
I'étude myco-chimique et les activités biologiques. Dans la perspective de cette étude, il serait

intéressant de :

» Actualisation et enrichissement de la connaissance mycologique et détermination
moléculaire des especes intéressantes ou méconnues.

» Fractionnement des extraits afin de récupérer des fractions plus purifiées et de pouvoir
déterminer leur contenu myco-chimique.

» Identification, caractérisation, séparation et purification des principes actifs des extraits
par des méthodes appropriées d'analyse chimique chromatographiques et spectrales.

» Recherche d'effets synergiques de composés actifs isolés et examen de leur toxicité in
vivo afin de garantir une meilleure sécurité de leur application thérapeutique.

> FEtudier davantage les propriétés biologiques in vitro et in vivo de ces espéces, a savoir
les propriétés toxicologiques, antibactériennes, antiparasitaires et insecticides, pour une

meilleure connaissance de leurs caractéristiques et par conséquent une bonne utilisation.

% Cette recherche est une contribution a laquelle viendront s'ajouter d'autres travaux qui
serviront a améliorer l'inventaire national des champignons supérieurs, ce qui permettra de
soutenir d'autres ¢tudes plus approfondies portant sur les champignons algériens dans
différentes disciplines de recherche notamment [’ethno-mycologie, la biodiversité, la

cartographie, économique, thérapeutique et toxique.
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Annexe 1 : Fiches d'annotations d’Agaric et des bolets

Fiche 1 : Fiche d'annotation d’Agaric (D. J. Lodge) in (Lodge et al., 2011)
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Fiche 2 : Fiche d'annotation des bolets (B. Ortiz-Santana) in (Lodge et al., 2011)

surface color/brulsing
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Annexe 2 : Etude cartographique de la zone d’étude
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Annexe 3 : histogramme des temps de demi-hémolyse (HTs0 en min) et temps d'hémolyse

différé ( AT en min) pour chaque extrait
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Annexe 4 : Présentation de I’étude statistique, comparaisons deux a deux de

Tukey

» Informations de groupement avec la méthode de Tukey et un niveau de confiance de
95 %. Diagramme sous forme de boite a moustaches des données.

» Comparaison entre champignon pour chaque extrait.
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Hydro-méthanolique par Macération
120

110

100

90

80

70

Polyphénols totaux (ug EAG/mg Ext-s)

60

E_PEF_ HM E_SM_.HM ABS HV EMB HM ETP_HM ESCHM ETCHM

Ext-Dichlorométhane

3,0

25

20 /

10 /

Polyphénols totaux (ug EAG/mg Ext-s)

E_PEF_.DCM  E_SM_DCM A_BS_DCM E_MB_DCM E_TP_DCM E_SC_DCM

Composés phénoliques-Polyphénols totaux

Extrait-Hydro-méthanolique par Macération
20

15

10

Flavonoides (pg EC/mg Ext-s)

E_PEF_ HM E_SM_HM ABS HM E_.MB_ HM ETP_HM ESCHM ETCHM

Extrait-Dichlorométhane
040

025

020

Flavonoides (ug EC/mg Ext-s)

E_PEF DCM E_SM DCM A_BS DCM E.MB DCM E_TP_.DCM E SCDCM

Composés phénoliques-Flavonoides

Polyphénols totaux (ug EAG/mg Ext-s)

100

90

80

70

60

50

40

30

20

Polyphénols totaux (ug EAG/mg Ext-s)

10

030

0,25

015

0,10

Flavonoides (ug EC/mg Ext-s)

0,05

14

13

12

11

10

Flavonoides (ug EC/mg Ext-s)

288

Ext-Hexane

EPEFHM1  ESMHM1  ABSHM1  EMBHM1  ETPHM1  ESCHVML
Ext-Mélange AEEM
\\
\
EPEFAEEM  ESMAEEM  ABSAEEM  EMBAEEM  ETPAEEM  ESCAEEM
Extrait-Hexane
\\
\
\
\
\
\
\\ /
\ /
\ /
\ /
\ /
\ /
/
\ /
\ @é
\ —
B
E_PEF_Hx E.SM_Hx ALBS Hx E_MB_Hx ETP_Hx ESC_Hx
Extrait-Mélange AEEM
\
\
\
\
\
\
\
\
\
\
EPEFAEEM  ESMAEEM  ABSAEEM  EMBAEEM  ETPAEEM  ESCAEEM




ANNEXES

Tanins condensés (ug EC/mg Ext-s)

Tanins condensés (ug EC/mg Ext-s)

Extrait-Hydro-méthanolique par Macération

70
60
50
2
30 %
e
pd
20

10

ESCHM

E_PEF_ HVM ESM HM ABS HV EMB_HVI ETP_HM ETCHM

Extrait-Dichlorométhane

04 /

/
/

00 B B 2

E_PEF_ DCM E SM.DCM A_BS DCM E_MB DCM E_TP_.DCM E SC.DCM

Composés phénoliques-Tanins condensés

Extrait-Hydro-méthanolique par Macération

«
g
&5
& 4
(=2
: B
S
w
o 3 /
=
2
S \
[ =
o
>
o2
w
1
EPEFHM  ESMHM  ABSHM EMBHV  ETPHM  ESCHM  ETCHM
Extrait-Dichlorométhane
025
@ 020
=
ol \
g \
£ 015 \
2 . \ =
-
o / \
= L] /
©» 010 /
°
[ =
[ /
>
L
w005
000
EPEFDCM  ESMDCM  ABSDCM  EMBDCM  ETP.DCM E.SC.DCM

Composés phénoliques-Flavonols

289

Tanins condensés (ug EC/mg Ext-s)

Extrait-Mélange AEEM

Flavonols (ug EC/mg Ext-s)

m
«

m
°

~
w

N
°

=
«

=
°

o
«

2
°

25

= N
G S

-
=)

= =
« o ~ ) © 1) =

Flavonols (pg EC/mg Ext-s)

£

Extrait-Hexane

/
/
® ® ® ® &
EPEF Hx E.SM Hx ALBS Hx EMB_Hx ETP_Hx E.SC Hx
Tanins condensés (ug EC/mg Ext-s)
/
] :
/
/N /
/
/o /
/ \ /
/ \ /
/ \ /
/
\ /
\ /
\ /
R o :
E_PEF AEEM ESM_AEEM  ABSAEEM EMBAEEM ETPAEEM  ESCAEEM
Extrait-Hexane
E_PEF Hx E.SM_Hx ALBS Hx E MB_Hx ETP_Hx E.SC_Hx
Extrait-Mélange AEEM
\
\
EPEFAEEM  ESMAEEM  ABSAEEM  EMBAEEM  ETPAEEM  ESCAEEM




ANNEXES

16

14

12

10

Saponines totales (ug ED/mg Ext-s)

Extrait-Hydro-méthanolique par Macération

16

14

12

10

Saponines totales (ug ED/mg Ext-s)

Triterpénoides totaux (ug EAU/mg Ext-s)

12

10

Triterpénoides totaux (ug EAU/mg Ext-s)

Extrait-Mélange AEEM

E_PEF_AEEM E_SM_AEEM A_BS AEEM E_MB_AEEM E_TP_AEEM E_SC AEEM

Extrait-Hexane

E_PEF_Hx E_SM Hx E BS Hx E_MB_Hx ETP_Hx E SC Hx

Extrait-Mélange AEEM

0
EPEFHM  ESMHM  ABSHM EMBHM  ETPHM  ESCHM  ETCHM
- 7. .
Composés terpéniques-Saponines
Extrait-Hydro-méthanolique par Macération
10
w
{
&
X
w
(=2l
2 s
~
=]
<
w
o 6
2
x
=}
©
&
S 4
«
@
el
2
& 2
o
2
Q
2
k=
T T T T T T T = 0
EPEFHM  ESMHM  EBSHM  EMBHM  ETPHM  ESCHM  ETCHV
Extrait-Dichlorométhane
5
-
/
s
X
w
o 4
=
~
>
<
w
o 3
=
=
x
=]
£
(=}
IS
«
3
=
o
2 a
0
o
2
Q
=
~ ~ — =0
EPEEDCM  ESMDCM  EBSDOM  EMBDOM  ETPDCM  ESCDCM

Composés terpéniques-Triterpénoides totaux

290

E_PEF_AEEM E_SM_AEEM E_BS_AEEM E_MB_AEEM E_TP_AEEM E_SC AEEM




ANNEXES

Extrait-Hydro-méthanolique par Macération
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Extrait-Hydro-méthanolique par Macération
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Extrait-Hydro-méthanolique par Macération
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Extrait-Hydro-méthanolique par Macération
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Extrait-Hydro-méthanolique par Macération
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Extrait-Hydro-méthanolique par Macération Extrait-Hexane
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