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RESUME

Ce travail porte sur la recherche de métabolites secondaires issus de Fusarium verticilloides, un
champignon coprophile isolé de bouse de dromadaire. Le mycélium du champignon a d'abord été
activé sur des milieux de culture (Potato Dextrose Agar et Malt Extract Agar). Un criblage a ensuite
¢été réalisé sur quatre milieux solides pendant 14 et 21 jours. Sur la base d'une analyse LC-MS, la
culture a grande échelle de Fusarium verticilloides a été effectuée sur du riz pendant 14 jours. L'étude
chimique de la fraction a 1’acétate d'é¢thyle a permis d'isoler quatre composés par des méthodes
chromatographiques (CC, CCM). Parmi ces composés, deux ont été caractérisés et identifi€és comme
étant la 4-hydroxyacétophénone et le 5-hydroxyhexan-4-olide. Leurs structures ont été déterminées
et confirmées par des techniques d'analyse spectroscopiques (RMN 'H et '*C, COSY, HSQC,
HMBC) et spectrométriques (IE-MS), ainsi que par comparaison avec des données de la littérature.
Cette approche globale améliore non seulement notre compréhension du profil métabolique de
Fusarium verticilloides, mais elle ouvre également la voie a de nouvelles recherches sur ses
applications potentielles en agriculture et en biotechnologie. Elle met ainsi en lumiére la relation

complexe entre les champignons et leurs environnements.

Mots-clés : Champignon coprophiles, Fusarium verticilloides, 4-hydroxyacétophenone, 5-

hydroxhexan-4-olides




ABSTRACT

This work focuses on the isolation of secondary metabolites from Fusarium verticillioides, a
coprophilous fungus found in dromedary dung. The fungus's mycelium was first activated on culture
media (Potato Dextrose Agar and Malt Extract Agar). Following this, a screening process was
conducted on four solid media over 14 to 21 days. Based on LC-MS analysis, Fusarium verticillioides
was cultivated on a large scale on rice for 14 days. The chemical investigation of the ethyl acetate
fraction led to the isolation of four compounds using standard chromatographic methods (CC, TLC).
Two of these compounds were successfully characterized and identified as 4-hydroxyacetophenon
and 5-hydroxyhexan-4-olid. Their structures were determined using spectroscopic analysis
techniques ("H NMR, *C NMR, COSY, HSQC, HMBC) and mass spectrometry (EI-MS), and were
confirmed by comparaison with literature data. This comprehensive approach not only enhances our
understanding of the metabolic profile of Fusarium verticillioides but also sets the stage for further
research into its potential applications in agriculture and biotechnology, highlighting the intricate

relationship between fungi and their cultivated environments.

Keywords : Coprophilous fungi, Fusarium verticillioides, 4-hydroxyacétophenone, 5-hydroxhexan-

4-olide




INTRODUCTION

La nature, par son immense biodiversité, a toujours été une source d'inspiration majeure pour la
recherche scientifique. Depuis des décennies, les chercheurs s'appuient sur les ressources naturelles
pour découvrir des molécules bioactives aux propriétés thérapeutiques et phytosanitaires (Waridel,
2003). Afin d'atteindre leurs objectifs, les chercheurs ont d'abord concentré leurs efforts sur les
plantes, longtemps considérées comme la principale source de molécules bioactives. C'est le cas de
'artémisinine, une molécule dotée d'une puissante activité antipaludique isolée de la plante
médicinale Artemisia annua (Ferreira et al., 1996), qui a permis la fabrication de plusieurs

médicaments pour lutter contre le paludisme.

Malgré leur potentiel, la recherche de nouveaux principes actifs a partir des plantes présente des défis
majeurs. Elle est confrontée a la nécessité d'utiliser d'énormes quantités de matériel végétal, ce qui
souléve la question de sa biodisponibilité, et a la menace de surexploitation de certaines espéces rares.
C'est la raison pour laquelle les scientifiques se sont orientés vers d'autres sources naturelles, telles
que les micro-organismes, afin de développer de nouveaux médicaments tout en protégeant les
écosystemes et la biodiversit¢ (Bills et Gloer, 2016). Le principal défi consiste a concilier le
développement de molécules bioactives et la préservation des écosystémes. Pour y parvenir, les
scientifiques ont porté leur attention sur une source naturelle a la fois prometteuse et encore sous-
exploitée, a savoir les champignons. Leur exploitation présente 1'avantage de générer un impact

environnemental moindre que celui d'autres ressources.

Les métabolites secondaires fongiques ont révolutionné la médecine en produisant des médicaments
aux énormes potentielles thérapeutiques et agricoles. Depuis la découverte de la pénicilline G issue
de Penicillium notatum par Alexander Fleming en 1928, la recherche de substances bioactives chez
les micro-organismes fongiques est devenue un champ d'exploration essentiel pour I'obtention de
nouveaux médicaments (Larsen et al., 2005). Cette percée a été suivie de la découverte d'autres
agents antimicrobiens d'origine fongique, tels que la griséofulvine (Grove et al., 1952) et la
céphalosporine C (Newton et Abraham, 1955). Un grand intérét s'est alors développé pour la
recherche de médicaments issus des champignons, ce qui a permis l'identification de nombreux
composés bioactifs précieux dotés d'activités antimicrobiennes, insecticides, cytotoxiques et

anticancéreuses. L'étude des champignons coprophiles, des micro-organismes capables de se
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développer sur des matieres fécales, a ouvert de nouvelles perspectives pour la production de

molécules aux propriétés biologiques trés intéressantes (Kuyper, 2021).

Convaincu de I’'important potentiel des champignons, le Laboratoire des Substances Naturelles
d’Origines Végétales et Fongiques (EPlaNaProLab) de I’Ecole Normale Supérieure de Yaoundé a
entrepris un vaste programme de recherche sur 1'étude chimique et biologique de ces organismes.
Pour contribuer a ce projet, ce travail de Master s'est concentré sur la recherche des métabolites
secondaires de Fusarium verticilloides, un champignon coprophile isol¢ des féces de dromadaire. Ces
travaux de laboratoire ont porté principalement sur 1'isolement et la caractérisation des métabolites
secondaires du champignon coprophile Fusarium verticilloides. Ce choix se justifie par le fait que
les champignons coprophiles demeurent encore peu étudiés, surtout au Cameroun, par rapport a leurs
homologues endophytes. Au regard des informations obtenues de la revue de la littérature,
I’hypothese de recherche pouvant découler de ce travail est articulée autour d’une question principale
a savoir : quels les métabolites secondaires produits par Fusarium verticilloides issu de la bouse de
dromadaire peuvent-ils contribuer a résoudre des enjeux sociétaux tels que la résistance

antimicrobienne, la sécurité alimentaire ou la valorisation des ressources naturelles ?

L’objectif général de notre travail vise donc a rechercher les métabolites secondaires de Fusarium

verticilloides, un champignon coprophile isolé de la bouse de dromadaire.

Plus spécifiquement, il s’est agi de :

» Activer le mycélium de Fusarium verticilloides sur gélose PDA et MEA ;
» Effectuer un criblage chimique et une culture a grande échelle dans le milieu sélectionné ;

» Extraire, isoler, et caractériser les métabolites secondaires ;

Ce document, qui présente ’essentiel de notre travail, est organisé en trois chapitres : une revue de

la littérature, les résultats et discussion et la méthode expérimentale.




CHAPITRE 1 : REVUE DE LA
LITTERATURE




I.1. GENERALITE SUR LES CHAMPIGNONS COPROPHILES

I.1.1. Définition du terme champignons

Les champignons sont des organismes nucléés, non chlorophylliens et osmotrophes. Ils se
caractérisent par la présence de spores et une reproduction généralement sexuée et asexuce. Leurs
corps, le plus souvent ramifiés et filamenteux, sont entourés de parois cellulaires composées de
cellulose, de chitine ou des deux (Adeboye, 2020). D'apres une étude phylogénétique basée sur six
genes et plus de deux cents organismes, on distingue actuellement cinq catégories de champignons,
réparties en deux classes principales (James et al., 2006) : les champignons inférieurs, qui regroupent
les Glomeromycetes, les Chytridiomycétes et les Zygomycétes ; et les champignons supérieurs, qui
se divisent en deux catégories : les Ascomycetes et les Basidiomycétes (Thaung, 2007).
Contrairement aux champignons inférieurs, les champignons supérieurs possédent un mycélium septé

et constituent la grande majorité des especes répertoriées (Taylor et al., 2004).
1.1.2. Définition du terme champignon coprophile

Les champignons coprophiles sont des micro-organismes qui colonisent les excréments d'animaux,
ou les sols contaminés par des matic¢res fécales. Ils jouent un role de recyclage dans 1'écosysteéme, car
ils dégradent le contenu des feces et restituent les micronutriments au sol (Bills et al., 2013). La
plupart de ces champignons sont de petite taille et ne sont pas destinés a la consommation. Ces
organismes peuvent accumuler des métaux lourds, et certaines especes sont connues pour étre
endophytes (Suryanarayanan et al., 1998), toxiques, cytotoxiques (White et al., 1996) ou encore
hallucinogenes (par exemple, Psilocybe cubensis et Panaeolus papilionaceus). Les champignons
hallucinogenes, en particulier, ont souvent une affinité pour les débris organiques (Chavant et
Amouroux, 2000). Certaines especes peuvent également se comporter comme des mycoparasites

facultatifs (Weber et Webster, 1997) ou des nécrotrophes (BazyliCzeczuga, 2000).




Figure 1 : Panaeolus semiovatus sur la matiére fécale (Arova et al., 1986).
1.1.3. Historique des champignons coprophiles

Les champignons coprophiles ont fait 1’objet de nombreuses études depuis des décennies (Hudson,
1968). Au départ, ils étaient étudiés comme des décomposeurs de biomasse essentiels (Miranda et
al., 2020) mais étaient considérés comme trop fragiles pour étre préservés dans les archives
sédimentaires (Taylor et al., 2009). Cependant, dans les années 1970 et 1980, ils ont été identifiés
dans les sédiments et proposés comme indicateurs des herbivores du passé. La premi¢re mention
¢tablissant un lien entre la prévalence des spores de champignons coprophiles (Sporormiella) dans
les sédiments et les variations historiques de la pression du paturage a été faite par Davis et son
équipe, en s’appuyant sur une étude effectuée au Wildcat Lake aux Etats-Unis (Taylor et al., 2009).
Les recherches novatrices de Van Geel et de son équipe a 1'Université d'Amsterdam ont abouti a
l'intégration de palynomorphes non polliniques dans les études palynologiques classiques. L'examen
microscopique de plusieurs sous-échantillons tirés de nombreux dépdts sédimentaires a permis de
déceler centaines de variétés fongiques. Au fil des derni¢res décennies, notre connaissance des
complexes successions de champignons ses €tendue. Au départ, on croyait que la succession fongique
¢tait déterminée par les facteurs nutritifs ; cependant, cette idée a été démentie en 1964 par Harper et
Webster. On considére désormais que différents cycles de vie des champignons régulent la succession

des excréments coprophiles (Harper, 1964).
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I.1.4. Répartition des champignons coprophiles

Les champignons sont largement répandus dans le monde entier. Toutefois, la présence et la variété
des especes coprophiles dépendent fortement de facteurs régionaux, tels que la diversité des
mammiferes (herbivores, omnivores et carnivores), le climat, le type de végétation et le gradient de
latitude (Eduardo et al., 2006). Ces champignons peuvent étre observés presque partout ou des
animaux vivent, des régions froides de 1'Arctique (Booth, 1982) jusqu'aux zones semi-arides (Angel
et Wicklow, 1983) et arides (Locquin-Linard, 1988), y compris le coeur du Sahara ou ils sont
particuliérement présents sur les déjections de chameaux (Bazy et al., 1986). La distribution de la
majorité de ces especes est étroitement liée a celle des herbivores comme les cervidés, bovins, ovins,

caprins, chevaux (Piontelli et al., 1986), licvres et lapins (Wicklow et Yocom, 1981).

I.1.5. Diversité des champignons coprophiles

Les champignons coprophiles présentent une biodiversité exceptionnelle, avec plus de 1000 espéces
décrites dans le monde. Ces especes sont réparties en familles (Polyporaceae, Agaricaceae,
Boletaceae, etc.) et en genres (Agaricus, Boletus, etc.) (Guinberteau, 2003). Certaines études ont
montré qu'il existe environ 80 a 120 espéces de champignons coprophiles (Pegler et al., 1993). A
titre d'exemple, au Maroc, des chercheurs ont dénombré 116 especes réparties en trois classes
principales : 37 Basidiomycetes, 7 Zygomycetes et 69 Ascomycetes (Amako et al., 2013 ; N’douba
et al., 2013). Chaque classe a des cycles de vie et des périodes de fructification disinctes, ce qui crée

une succession de champignons coprophiles sur leur substrat.

I.1.5.1. Mucormycetes

Apres le dépot des excréments, les champignons Mucormycetes (syn. Zygomycetes) sont les
premiers a se développer, produisant entre 100 et 100 000 spores au cours des 2 a 3 premiers jours.
La sporulation des champignons Mucormycetes ainsi que leur température optimale de croissance est
de 27°C ayant une humidité élevée qui font d’eux des colonisateurs primaires idéaux (Richardson,
2009). Le mycélium des Mucormycétes est généralement asepté, c¢’est-a-dire non divisé en cellules
(Bell, 1983); ainsi, leur processus de reproduction est hétérothallique. Par ailleurs, leurs
reproductions se font de deux maniéres différentes, a savoir la reproduction sexuée ou asexuée, qui

peuvent se produire selon le type de reproduction présente sur le substrat (Krug et al., 2004).
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1.1.5.2. Ascomycétes

Apres épuisement de la population des Mucormycétes sur le substrat, la deuxiéme étape de la
succession peut débuter (Bell, 1983). Les Ascomycétes apparaissent pendant 2 a 4 semaines car la
complicité de leur fructifications (Bell, 1983) nécessitent plus de temps pour terminer leur cycle de
vie. Les études paléoécologiques le plus souvent utilisent des spores appartenant a cette classe car ils
sont le mieux préservés et identifiés (Gauthier et al., 2021). Leurs caractéristiques distinctes
appelées asques forment de multiples ascospores (Alexopoulos, 1962) qui se conservent dans les
sédiments. Ils représentent presque l'intégralité des champignons en mesure de créer des associations
lichéniques et sont constitués d’au moins 64000 especes identifiées (Ainsworth et al., 2008). Dans
ce groupe, il y a reproduction a la fois asexuée et sexuée. La reproduction asexuée est réalisée par
des spores haploides (conidies) qui se développent a l'extrémité des hyphes, ce qui facilite une
colonisation rapide d'une nouvelle source d'alimentation (Raven et al., 2011). La reproduction sexuée
a lieu dans un asque ou les hyphes de polarité opposée s'étendent I'un vers I'autre. Chaque type génére
une cellule terminée plurinucléée de grande taille. Suite a la caryogamie et a la méiose, 1l y a

formation de spores (ascospores) (Raven et al., 2011).
1.1.5.3. Basidiomycétes

Les Basidiomycetes sont un groupe frere des Ascomycetes (Taylor et al., 2009) qui apparaissent les
derniers dans la succession des champignons coprophiles (Bell, 1983) ; la petite taille de leur spore
fait en sorte qu’ils sont peu représentés dans les études paléoécologiques sur les champignons
coprophiles. Ils ont une caractéristique qui les rend différents des autres classes, en effet, la
production des basidiospores est similaire a celle des ascospores (Alexopoulos, 1962). Ces
basidiospores s’exercent a partir du basile qui sera par la suite capable de favoriser la germination et
la formation d’un mycélium avec des hyphes de cellules uninucléées (Krug et al., 2004). Selon
Ainsworth et al. (2008), les Basidiomycéetes comprennent environ 31 500 especes identifiées comme
des champignons dotés de thalles unicellulaires ou multicellulaires filamenteux dotés de septa. Il
s'agit d'organismes fongiques capables de décomposer les matériaux les plus complexes
lignocellulosiques (Hibbett et Donoghue, 2001). En cas de reproduction sexuée, des cellules
différenciées appelées basides sont formées. Ces dernieres, apres la caryogamie suivie de la méiose,
produisent des spores (basidiospores). Généralement, ces spores se développent a I’extrémité de la

baside sur de petites protubérances nommées stérigmates (Raven et al., 2011).
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Figure 2 : Succession des champignons coprophiles (Lee et al., 2022).

1.1.6. Mode de vie des champignons coprophiles

I.1.6.1. Adaptation des champignons coprophiles

Les champignons coprophiles ayant des adaptations spécifiques se développent en se nourrissant de
la maticre fécale, ce qui leur permettra de prospérer dans les conditions riches de la mati¢re organique

en décomposition (Klamer et al., 2013). Les différentes adaptations sont :

> Les spores résistantes : les spores des champignons coprophiles sont le plus souvent tres
résistantes, elles peuvent survivre selon les environnements difficiles leur permettant de se
propager avec efficacité dans les environnements hostiles (Iris et al., 2001).

» La tolérance aux toxines : les toxines ainsi que les substances provenant de la matiére fécale
sont nocives pour les milieux ou ils se propageront (Lauber et al., 2008).

> Enzymes spéciales : les enzymes spécifiques produites par les champignons coprophiles
décomposent avec efficacité les composés organiques contenus dans la matiere fécale

(Lauber et al., 2008).
I.1.6.2. Cycle de vie des champignons coprophiles

La colonisation des féces par les champignons coprophiles s'effectue de deux maniéres principales.
Pour certains taxons, la germination des spores ne se produit qu'apres leur passage dans le tube
digestif de I'animal. D'autres especes, en revanche, sont introduites par la dispersion aérienne des
spores ou par contact avec d'autres surfaces (Misra et al., 2014). Une fois sur les feéces, les spores

ingérées germent, le champignon se développe et sporule. Apres cette phase de croissance, les spores
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se dispersent dans les zones environnantes par divers vecteurs : la pluie, les arthropodes, les
mammiferes ou simplement le vent (Krug et al., 2004). Certaines especes, comme Mucor hiemalis,
ont développé une stratégie de dispersion particuliére. Elles produisent une substance collante qui
forme des gouttelettes autour de leurs spores. Ces derniéres se fixent alors aux corps des insectes qui

visitent les excréments, et ces insectes les dispersent ainsi par inadvertance vers de nouveaux
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Figure 3 : Cycle de vie des champignons coprophiles (Lee et al., 2022).
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1.1.6.3. Role écologique et valorisation du dromadaire
1.1.6.3.1. Le régime alimentaire sélectif: adaptation aux milieux arides
Le dromadaire est un herbivore sélectif remarquablement adapté aux milieux arides et semi-arides
(Sahara, Sahel, péninsule Arabique, Corne de Afrique). En effet, il exploite une grande diversité de
plantes résistantes a la sécheresse (épineuses, ligneuses ou salées) inaccessibles a d'autres herbivores.
Cette particularit¢ est rendue possible par ses adaptations morphologiques (leévres cornées,

mugqueuses épaisses) et physiologiques (tolérance au sel et aux toxines végétales) (Yagil, 1982).
> Les catégories végétales consommées

Le régime varie fortement selon les saisons. Tout d'abord, apres les pluies, le dromadaire se nourrit

de graminées et herbacées (ex: Panicum turgidum), qui, bien que pauvres en protéines, fournissent
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une base énergétique essentielle (Habte et al., 2021). Cependant, pendant la saison seche, il se tourne
vers les arbustes et plantes ligneuses épineuses (ex: Acacia sp., Balanites aegyptiaca), riches en
maticres azotées et minéraux, qu'il consomme malgré leur amertume grace a sa robustesse buccale et
sa capacité¢ a neutraliser les tanins (Faye et Esenov, 2005). Par ailleurs, pour gérer l'équilibre
hydrique, il consomme des plantes halophiles et xérophiles (ex: Atriplex halimus), dont la teneur en
eau et en sels est tolérée grace a sa physiologie rénale treés efficace (Kadim et al., 2013). Enfin,
d’autres especes locales complétent son régime, offrant les seules ressources vertes disponibles en

période de stress fourrager.
» Les raisons du choix alimentaire

Ce choix sélectif repose sur des adaptations. D’une part, les adaptations morphologiques comme les
lévres préhensiles et cornées lui permettent de manipuler les végétaux épineux (Fao, 1992). D’autres
part, les adaptations physiologiques (tolérance au sel, métabolisation des toxines et utilisation
optimale de 1’eau) lui assurent une survie maximale (Yagil et Etzion, 1980). De plus, des facteurs
écologiques et comportementaux (disponibilité saisonnieére, composition chimique, expérience

collective) guident ses choix.

En conclusion, le régime du dromadaire illustre un €quilibre parfait entre les contraintes
écologiques et ses adaptations biologiques, lui conférant une plasticité alimentaire unique pour

exploiter les ressources du désert.

1.1.6.3.2. La bouse de dromadaire: une ressource multifonctionnelle
La bouse de dromadaire, sous-produit de cette digestion sélective, est bien plus qu'un déchet. Au
contraire, elle constitue une ressource stratégique multifonctionnelle utilisée depuis des siecles,

notamment dans les régions sahéliennes (Faye, 2015).
» Utilisations principales

Premiérement, en agriculture, la bouse est un fertilisant organique naturel. Elle est riche en matiere
organique et en minéraux (N, P, K) et, une fois compostée, elle améliore la structure, la rétention
d'eau et l'activité microbienne des sols. A titre d’exemple, son application a démontré une
augmentation significative des rendements de mil et de sorgho (Barga et Leger,2018).
Deuxiémement, sur le plan énergétique, la bouse est un combustible solide traditionnel (avec un

pouvoir calorifique proche du bois sec) dans les zones dépourvues d'arbres (Fao, 1992). De surcroit,
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elle est un substrat efficace pour la méthanisation anaérobie, capable de produire du biogaz, le résidu

(digestat) servant ensuite d’engrais enrichi (Belhadj et al., 2021).

Enfin, en biotechnologie, la bouse est une source précieuse de micro-organismes extrémophiles
(thermophiles et halotolérants). Ces derniers sont capables de produire des enzymes industrielles ou
d'agir comme agents de biodégradation (Akhmetov, 2019). Par conséquent, des procédés

biotechnologiques transforment ce déchet en biofertilisants enrichis (Abdel-Rahman et al., 2021)
» Conclusion sur la valorisation

En définitive, la bouse de dromadaire, longtemps sous-estimée, est reconnue pour son potentiel
agronomique, énergétique, biotechnologique, écologique et social. Ainsi, sa valorisation s'inscrit
parfaitement dans une logique de bioéconomie circulaire essentielle pour le développement durable

dans les milieux arides

I.1.7. Importance des champignons coprophiles

Les champignons coprophiles sont souvent percus comme de simples décomposeurs. Ils posseédent
une importance écologique, biotechnologique et économique qui s'étend bien au-dela de leur niche
unique. IIs jouent un role vital dans 1'écosystéme et représentent également une source prometteuse

de molécules d'intérét dans les domaines pharmaceutique et industriel.
I.1.7.1. Sur le plan écologique

Les champignons coprophiles jouent un rdle essentiel dans 1'écosystéme, car ils sont les principaux
responsables du recyclage des nutriments contenus dans les excréments d'animaux (Somrithipol et
Hywel-Jone, 2002). En tant que décomposeurs spécialisés de la cellulose et de la lignine, ils
contribuent activement a la dégradation de la matiere organique (Hudson, 1968 ; Richards et al.,
2012). De plus, leur diversité peut servir d'indicateur de la santé des écosystémes, permettant de
suivre les changements environnementaux. La présence et la variété de ces champignons peuvent
ainsi refléter le niveau de stress ou de stabilité d'un habitat (Ebersohn et Eicker, 1992). Ils sont
qualifiés de décomposeurs de la matiere organique assurant le controle de la population de vertebres
qui favorisent la décomposition des excréments qui réduisent la quantité de nutriments disponibles

pour les herbivores (Hausknecht et al., 2005).
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1.1.7.2. Sue le plan pharmaceutique

De nombreuses études chimiques sur les champignons coprophiles ont conduit a la découverte de
composés aux activités biologiques intéressantes (Bills et al., 2013). Par exemple, la Copsine, un
nouveau peptide antimicrobien isolé de Coprinopsis cinerea, a démontré une activité antibactérienne
contre plusieurs pathogenes, dont Listeria monocytogenes (Essig et al., 2014). Ces champignons sont
¢galement une source importante d'agents de lutte biologique. Chaetomium cochliodes, par exemple,
est un antagoniste des pathogeénes fongiques du sol et des graines, et certaines espéces du genre
Chaetomium sont utilisées pour le controle biologique de maladies des plantes (Tveit et al., 1956).
De nombreux métabolites secondaires produits par ces champignons ont aussi montré des activités

antioxydantes et anti-inflammatoires (Rangarajan et al., 2008).

1.1.7.3. Sur le plan enzymologique

Les champignons coprophiles sont une source importante d'enzymes (Somrithipol et Hywel-Jone,
2002). IlIs produisent notamment des cellulases (Hudson, 1968) ainsi que des enzymes pectolytiques
et cellulolytiques (Srivastava et al., 1959). Les especes isolées des excréments de koala, par
exemple, produisent des enzymes puissantes qui facilitent la décomposition des feuilles dures
d'eucalyptus. Ces enzymes pourraient également avoir des applications industrielles, comme la

fabrication de papier, de détergents ou de produits alimentaires (Peterson et al., 2010).

1.1.7.4. Sur le plan biotechnologique

Certains champignons coprophiles comme Podospora sp. et Sordaria sp sont couramment utilisés
dans la recherche génétique (Glase, 1995). Grace aux avancées technologiques telles que le
séquencage de nouvelle génération et la prédiction automatisée des genes, il est désormais possible
de déterminer le potentiel biosynthétique de nombreux champignons et d'anticiper la découverte de

voies d'acces a des antibiotiques connus ou inconnus (Arvas et al., 2007).
I.1.7.5. Sur le plan économique

Les champignons coprophiles jouent un role essentiel dans la production de compost a partir de
déchets organiques, valorisant ainsi les résidus et favorisant I'économie circulaire (Gupta et al.,

2018).
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I.1.8. Travaux chimiques et pharmacologiques antérieurs sur les champignons coprophiles

Les champignons coprophiles constituent un groupe unique de champignons saprobes spécialisés
dans la croissance sur les déjections d'herbivores (Thilagam et al., 2015). Ces organismes font I'objet
d'un nombre croissant d'études, et de nouvelles espéces ou de nouveaux genres continuent d'étre
décrits. Ils produisent un large éventail de métabolites secondaires bioactifs qui jouent un réle actif
dans l'interaction et la défense contre d'autres organismes, permettant ainsi d'inhiber leur croissance.
Ces composés conferent aux souches productrices un avantage compétitif dans leur environnement.
Les investigations chimiques menées sur ces champignons ont permis d'isoler plusieurs métabolites
secondaires appartenant a diverses classes, notamment les : terpénoides (25 %), composés
phénoliques (22 %), alcaloides (20 %), quinones (14 %), polycétides (10 %), peptides et polypeptides
(5 %), coumarines (2 %) et macrolides (2 %) (Bills et al., 2013). Les activités biologiques de ces
métabolites incluent principalement des propriétés antifongiques, antibactériennes, cytotoxiques,
anti-inflammatoires et antipaludiques. Parmi les espéces étudiées, les activités antifongiques sont les
plus fréquemment rapportées. Les composés aux propriétés biologiques issus de ces travaux

chimiques et pharmacologiques sont présentés dans le tableau I ci-dessous.

Tableau 1 : Quelques composés isolés des champignons coprophiles.

Classe de Structures et Noms Sources Activités Références
biologiques

composés

————————m




Preussia Antifongique | Weber et al.,
: 1990
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1.1.9. Inconvénients liés a ’exploitation des champignons coprophiles

Comme toute recherche impliquant des micro-organismes, 1'étude et 1'exploitation des champignons
coprophiles présentent a la fois des avantages et des inconvénients. Malgré leur potentiel
thérapeutique et écologique, leur manipulation et leur traitement soulévent plusieurs défis et risques,

notamment sur le plan sanitaire, écologique et matériel.
1.1.9.1. Sur le plan sanitaire

» Toxicité : Certains champignons coprophiles peuvent étre toxiques s’ils sont ingérés ou s’ils
liberent des spores nocives. Il est donc crucial de les identifier avec une précision rigoureuse pour
prévenir tout risque d'ingestion accidentelle. Par ailleurs, il est important de noter que certains
pathogeénes peuvent se développer dans les excréments. Par exemple, la maladie du charbon, ou
anthrax, est provoquée par la bactérie Bacillus anthracis, et l'aspergillose, une infection
respiratoire, est principalement due au champignon Aspergillus fumigatus (Madigan et
Martinko, 2007 ; Morin, 1994).

» Infections bactériennes : Puisque ces champignons se développent dans des environnements
riches en matiere organique en décomposition, le risque de contamination bactérienne est ¢levé.
C'est pourquoi il est impératif d'adopter des mesures d'hygiéne strictes et de travailler dans un
environnement stérile pour éviter toute contamination (Weber et Webster, 1997).

> Risques écologiques : L'introduction de ces micro-organismes dans des écosystémes naturels,
méme de maniere controlée, peut avoir des effets inattendus sur la diversité¢ et 1'équilibre
environnemental. Pour réduire les risques de perturbation de I'écosystéme, il est essentiel de
suivre des protocoles stricts, notamment en stérilisant tout le matériel et les échantillons

contaminés avant de les éliminer (Chavant et Amouroux, 2000).

1.1.9.2. Sur le plan matériel

La recherche de molécules bioactives a partir d'especes fongiques en laboratoire est un processus en
plusieurs étapes qui nécessite un matériel coliteux et spécialisé, tel qu'un réfrigérateur, un congélateur
-80°C, un autoclave, un incubateur, ou encore une hotte biologique. De plus, la durée des
manipulations est souvent longue (pouvant s'étendre sur deux mois, voire plus) pour une quantité

d'extrait qui peut s'avérer faible. Cet ensemble de facteurs, liés aux coits ¢levés du matériel et a la
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durée des procédures, peut freiner le développement de l'exploitation de ces champignons pour la

production de métabolites secondaires.

1.2. GENERALITE SUR FUSARIUM VERTICILLOIDES

1.2.1. La famille Nectriaceae

La famille des Nectriaceae qui appartient a 'ordre des Hypocreales, est remarquablement diverse.
Elle regroupe environ 2 700 espéces réparties dans 240 genres (Crous et al., 2014). Les membres de
cet ordre sont répandus dans le monde entier, vivant dans des environnements variés, et leur
importance est considérable tant pour l'agriculture que pour la médecine avec de nombreuses
applications industrielles et commerciales (Rossman, 1996). Ces champignons se distinguent
généralement par la production d'ascomes périthéciaux ostiolés de couleurs vives, contenant des
asques unicellulaires et des ascospores hyalines. Selon Rossman (2000), les espéces monomycéennes

et phialidiques sont les plus couramment observées dans la nature.

1.2.2. Le genre Fusarium

Le genre Fusarium est classé sous le phylum des ascomycétes, la classe Pezizomycotina, 1'ordre
Hypocreales et la famille Nectriaceae (O'Donnell et al., 2015). Ce sont des champignons filamenteux
qui se trouvent partout dans le monde (Gupta et al., 2019). Le genre fut initialement identifié par
Link en 1809 (Munkvold, 2016), et son nom dérive du mot latin « fusus », qui signifie « fuseau » en
référence a la forme de ses spores. Ce genre est reconnu pour son exubérante biosynthése de
métabolites secondaires, impliquant un grand nombre de groupes de genes distincts. On retrouve les
especes de Fusarium dans les sols et les végétaux a travers le monde, ou elles agissent comme agents

pathogenes, endophytes ou saprophytes.

En somme, le genre Fusarium regroupe pres de 300 especes distinctes, identifiées grace a la
phylogénétique moléculaire. Néanmoins, une grande partie de ces espeéces n'a pas encore été
officiellement décrite (Velegraki et al., 2009). Une des premicres classifications a été€ proposée par
Armstrong en 1981, qui a catégorisé plus de 120 formes spécifiques et races de Fusarium selon les
especes de plantes qu'elles étaient susceptibles d'infecter (Babadoost, 2018). Plus récemment, des
recherches en biologie moléculaire et en phylogénétique ont démontré que chaque espéce de

Fusarium est souvent constituée de plusieurs espeéces connexes (Champile, 2013).
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1.2.2.1. Répartition et diversité du genre Fusarium

Les fusaria sont des champignons cosmopolites, présents dans toutes les régions du monde, des
climats tropicaux aux zones désertiques et tempérées. Leur température de croissance optimale se
situe généralement entre 22 et 37°C (Pfohl-Leszkowicz, 1999). La présence de chlamydospores chez

certaines especes facilite la survie du mycélium dans le sol et sa dissémination.

En tant que genre de champignon typiquement terrestre, le Fusarium se retrouve en abondance et de
maniére répandue dans toutes sortes de sols a travers le monde (Backhouse et al., 2001). Certaines
especes, comme le complexe Fusarium incarnatum—Fusarium equiseti sont considérées comme
omniprésentes, tandis que d'autres ont une distribution plus étroitement liée a des conditions
climatiques spécifiques (Summerell et al., 2010). Les fusaria produisent également une variété de
métabolites secondaires nuisibles (mycotoxines), tels que les trichothécénes et les fumonisines. Ces
composés peuvent contaminer les produits agricoles, les rendant impropres a la consommation
humaine ou animale. Les trichothécénes, en particulier, sont aussi connus pour leur role dans la
virulence des pathologies végétales (Desmond et al., 2008 ; Iigen et al., 2008). De plus, les especes
de Fusarium sont souvent impliquées dans les infections fongiques de la cornée (Gower et al., 2010).
La morphologie et les propriétés physiologiques tres variées de ces champignons permettent a
certaines especes, comme F. oxysporum et F. equiseti, de s'établir dans une grande diversité d'habitats

et de zones géographiques (Refai et al., 2023).

1.2.2.2. Identification du genre Fusarium

L'identification du genre Fusarium repose sur une combinaison de caractéristiques morphologiques
(macroscopiques et microscopiques) et moléculaires. Les premiers criteres utilis€s pour
I'identification et la classification étaient les traits macroscopiques, tels que : I'apparence et la couleur
des colonies, le rythme de croissance et la production de pigments diffusibles lors de la culture sur
une boite de Petri. Ces caractéristiques sont complétées par des traits microscopiques, qui sont plus
précis. Ils incluent la présence et l'organisation des microconidies, la présence et la position des
chlamydospores (intercalaires ou terminales), ainsi que la forme et la taille des macroconidies et la
structure de leur cellule basale (Heit, 2015). Les especes du genre Fusarium peuvent se développer
sur un milieu Sabouraud sans cycloheximide, mais elles proliferent mieux sur des milieux comme la

gélose au malt ou la gélose PDA. Leur température de croissance optimale se situe entre 22 et 37 °C.
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Les colonies, souvent duveteuses ou cotonneuses, peuvent prendre diverses teintes selon les especes :

blanc, créme, jaune, rose, rouge ou violet. (Sumerell et al., 2003).

Figure 4 : Morphologie de quelques espéces de Fusarium sur le PDA (Summerell et al., 2003).

La figure 4 illustre la morphologie de plusieurs espéces de Fusarium. Pour chaque paire de clichés, le mycélium aérien
est présenté sur la vue du dessus, tandis que la morphologie de la colonie, observée sur un milieu PDA, est montrée sur
la vue du dessous. Les espéces sont représentées comme suit : (A) F. poae, (B) F. oxysporum, (C) F. acuminatum, (D) F.
nelsonii, (E) F. subglutinans, (F) F. nygamai, (G) F. pseudonygamai, (H) F. lateritium, (1) F. thapsinum, (J) F.

decemcellulare, (K) F. verticillioides et enfin le (L) F. culmorum.

1.2.2.3. Etude chimique et biologique du genre Fusarium

Le genre Fusarium est une source riche de composés bioactifs, avec plusieurs structures chimiques
uniques déja découvertes. Parmi les composés identifiés, on trouve diverses classes chimiques
comme les buténolides, les alcaloides, les terpénoides, les cytochalasines, les phénalénones, les
xanthones, les stérols, les diphényls, quinones et des dérivés d'éther et d'anthraquinone (Alhadrami
et al., 2021). Ces composés possedent de multiples activités biologiques, notamment

antimicrobienne, antivirale, anticancéreuse, antioxydante, antiparasitaire, immunomodulatrice. Les
travaux menés sur les champignons du genre Fusarium ont conduit a la découverte de nombreux

composés aux propriétés biologiques. Ceux-ci sont présentés dans le tableau II.
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Tableau 2 : Quelques composés isolés du genre Fusarium et leurs activités biologiques.

Activités

Classes de composés Structures et noms Références
biologiques
(o]
. “ . :
Sesquiterpénoide OH Antibactérien Chen et al.,
2019
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1.2.2.4. Impact du genre Fusarium

Le genre Fusarium regroupe une multitude d'espéces phytopathogeénes (Gupta et al., 2000), ce qui
lui confere une influence économique significative. En tant qu'agent polluant, il est couramment
présent dans diverses céréales (blé, avoine, orge), légumes et arbres fruitiers. Ces champignons se
développent de préférence sur les plantes en état de sénescence ou sous stress. Il est associé a la
décomposition des tiges, des fruits et des racines (Trenholm et al., 1988). Bien que la plupart des
especes de Fusarium soient saprophytes, certaines peuvent devenir des parasites ou des agents
pathogenes en infectant les fruits, les Iégumes, les céréales et les semences. Parmi les especes les plus
connues pour leur pathogénicité, on retrouve Fusarium oxysporum, F. solani et F. proliferatum

(Askun, 2018).

5 /f
\c‘d&\{/

(C) F. graminearum

Ta

Figure 5 : Quelques fruits et céréales attaqués par les espeéces de Fusarium.

Certaines especes de Fusarium, comme F. graminearum, F. culmorum et F. equiseti, produisent
plusieurs types de toxines. Les plus connues sont, entre autres, la zéaralénone, la fumonisine, la
moniliformine et les trichothécénes (toxines T-2/HT-2, déoxynivalénol, diacétoxyscirpénol et
nivalénol) (Jimenez-Garcia et al., 2018). La zéaralénone, une toxine principalement produite par

Fusarium graminearum, est reconnue en médecine vétérinaire comme un perturbateur endocrinien
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imitant les effets des cestrogeénes. On soupgonne qu'elle est a I'origine de troubles de la reproduction
chez les animaux, tels que la stérilité et les fausses couches (Pitt, 2000). Ces mycotoxines
contaminent principalement les céréales, telles que le mais, 1’orge, le riz, le blé et I’avoine. La
contamination peut survenir avant la récolte, lorsque la plante est en pleine croissance, ou apres la
récolte, lors de la transformation ou du stockage. Le stockage des céréales a des températures
supérieures a 37 °C augmente [’humidité, ce qui favorise la croissance des moisissures et la sécrétion
de mycotoxines (Jimenez-Garcia et al., 2018). Les mycotoxines fusariennes ont des effets toxiques
chez I’homme et les animaux. Elles peuvent entrainer des anomalies congénitales, des avortements

et méme des cancers (Babadoost, 2018)

Tableau 3 : Quelques toxines produites par des espéces de Fusarium (Pitt, 2000).

Espéces Noms des toxines
Fusarium culmorum Trichothécénes B, Zéaralénone, Culmorine,
Fusarine C
Fusarium avenaceum Moniliformine, Fusarine C
Fusarium graminearum Trichothécénes B, Zéaralénone
Fusarium oxysporum Acide fusarique, Moniliformine, Oxysporine
Fusarium poae Trichothéceénes A, Fusarine C
Fusarium proliferatum Moniliformine
Fusarium sporotrichioides Trichothécénes A, Zéaralénone, Fusarine C
Fusarium verticilloides Fumonisines, Fusarine C, Moniliformine,
Naftoquinone, Gibberelines

Chez I'étre humain, les effets des espéces de Fusarium sont variés. Certaines espéces causent des
infections systémiques (Guarro et Gene, 1992), tandis que d'autres peuvent provoquer des kératites,
des allergies, des mycoses des ongles ou des otomycoses. Ces champignons opportunistes ciblent
principalement les patients immunodéprimés, comme les diabétiques ou les grands briilés. D'apres
Duran et collaborateurs (1989), Fusarium verticilloides est a 1'origine de fusarioses diss€éminées

chez les individus infectés par le VIH.
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1.2.3. L’espéce Fusarium verticilloides

Fusarium verticilloides est un agent pathogeéne important du mais. C’est un agent de moisissures qui
se développe en condition d’humidité élevée, entrainant une baisse de la qualité des grains. Il est
considéré comme le principal agent pathogene capable de produire des mycotoxines sur les grains de

mais en stockage (Rossi et al., 2008).
1.2.3.1. Caractéristiques morphologiques

Fusarium verticilloides (Sacc.) Nirenberg (syn. Fusarium moniliforme Sheld.) est le champignon
responsable de la fusariose du mais (PDSA, 2012). Sur un milieu de culture Malt Agar, sa colonie
mycélienne présente une coloration généralement rose. Les conidiophores, peu ramifiés, produisent
des conidies disposées en chaines longues et fines. Le champignon forme a la fois des microconidies
unicellulaires et, parfois, des macroconidies droites ou incurvées, pourvues de trois a sept cloisons
(Champion, 1997). Les microconidies sont hyalines, fusiformes, unicellulaires et occasionnellement
bicellulaires. Disposées en chaines, elles varient de 5 a 12 x 1,5 a 2,5 um. Les macroconidies sont
¢galement hyalines, droites ou légérement incurvées, et munies de 3 a 7 cloisons. Leurs dimensions
varient de 25 a 60 x 2,5 a 4,0 um (Mathur et Kongsdal, 2003). Sur milieu gélosé, les colonies
mycéliennes sont rasantes et poudreuses (Champion, 1997). Enfin, ce champignon ne forme pas de

chlamydospores. La figure 6 ci-dessous illustre ces caractéristiques morphologiques clés.




Figure 6 : Fusarium verticillioides (CBS 218.76 ET), (a) Colonies in PDA after 7 days at 25 °C light,
dark and nuv (from left to right), respectively; (b) aerial conidia produced in chains; (c) aerial
conidia, (d—e) aerial conidia, conidiophores and phialides. Scale bars: c-g =10 um (Yilmaz et al.,

2021).

1.2.3.2. Impacts toxicologiques des fumonisines produites par Fusarium verticilloides

Fusarium verticilloides est un agent de moisissure qui sécréte plusieurs mycotoxines, notamment la
fumonisine B1 et la fumonisine B2. Des études ont montré que ces mycotoxines sont a l'origine de la
leucoencéphalomalacie chez les chevaux, de 'hépatocarcinogénicité chez les rats et d'une activité
cancérigene rapide chez ces mémes rongeurs (Alberts et al., 1990). Des études sur la fumonisine B1
dans les graines de mais ont révélé que la volaille nourrie avec du mais contaminé souffrait de
diarrhée muqueuse, avec un taux de mortalit¢ de 59% et 30% des poules présentant des signes
nerveux pendant la période expérimentale de quatre semaines. D'autres dysfonctionnements liés a
l'utilisation des acides aminés ont été observés, notamment des modifications des concentrations en
protéines sériques, en albumine, en calcium, en cholestérol et en créatine. Des altérations

considérables des parametres hémato-biochimiques ont également été constatées. La fumonisine B1
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provoque également des cedémes pulmonaires chez les porcins et des arthéroscléroses chez les singes.
De plus, elle serait a 1'origine d'une incidence élevée du cancer de I'cesophage chez les étres humains

en Afrique du Sud et en Chine (Asrani et al., 2006).

La lutte chimique est la méthode la plus couramment utilisée car elle offre des résultats spectaculaires
(Sanou, 2004). Les produits chimiques généralement employés sont les fongicides comme le
Bavistin + Thyrame, le Calthio C (25% chlorpyrifos-éthyl et 25% de thirame) et le Dithane M45
(mancozebe 80). Cependant, 1'utilisation de ces produits de synthése a des conséquences néfastes
pour I'environnement et la sant¢ humaine. Cela représente un désavantage, car des variétés de plantes
améliorées pourraient naturellement se défendre contre les champignons sans recourir a des

substances externes.
1.2.3.3. Etude chimique et biologique sur Fusarium verticilloides

Les activités biologiques de ces métabolites incluent principalement des propriétés antifongiques,
antibactériennes, cytotoxiques, anti-inflammatoires et antipaludiques. Parmi les espéces étudiées, les
activités antifongiques sont les plus fréquemment rapportées. Les composés aux propriétés
biologiques issus de ces travaux chimiques et pharmacologiques sont présentés dans le tableau IV ci-

dessous.

Tableau 4 : Quelques classes de composés isolés de Fusarium verticilloides.

Classes de composés Structures et noms Activités Références

biologiques
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Sesquiterpénoide Antifongique | Ebrahim et

al., 2020

Acide (+)-abscisique (26)
OH O OH

Antifongique | Ebrahim et

Quinone O‘O al., 2020

OH
(0]
Emodin (27)
OH O

HO o Antifongique | Ebrahim et

Coumarine al., 2020

"'l/\n/ o\
(0]
Fusaisocoumarine A (28)
HO\- o)
H OH | Inhibiteur de
Depsipeptide OH l'absorption du | Zhang et
paibep P al., 2024
HO cholesterol

Fusaritide A (29)

I.3. GENERALITE SUR LES COMPOSES PHENOLIQUES
1.3.1. Définition

Les composés phénoliques sont des dérivés non azotés qui posseédent un ou plusieurs cycles

aromatiques. Ces cycles proviennent de deux voies métaboliques majeures : la voie du shikimate et

la voie de l'acétate (Lugasi et al., 2003). Cette double origine biosynthétique explique la grande

diversité structurelle des composés phénoliques, qui s'accroit avec I'¢laboration de composés mixtes

(comme les flavonoides, les stilbénes et les xanthones) lorsque les deux voies sont impliquées

(Bruneton, 1999).
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1.3.2. Structures et classification

Les composés phénoliques se caractérisent par la présence d'un noyau aromatique portant un ou
plusieurs groupes hydroxyle. Ces composés simples peuvent se polymériser pour former des phénols
complexes. Malgré leur grande diversité structurelle, ce groupe de molécules est communément
appelé polyphénols (Keskas, 2011). Les composés phénoliques constituent 1'un des groupes de
substances les plus nombreux et les plus largement répartis au sein du régne végétal, car ils sont
présents dans tous les organes de la plante (Sarker et al., 2006). Le tableau V présente les principales

classes de ces composés.

OH o COOH
0:: OH
Phénol Benzoquinone Acide hydroxybenzoide Flavonoide Isoflavonoide
Lignane Néolignanes
COOH COOH

=

O? ; Oé EOH
OH

Acétophénone Acide phénylacétique Acide hydroxycinnamique Acide phénylpropanoide

Tannin Bi-flavonoide

Figure 7 : Quelques classes des composés phénoliques.
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1.3.3. Biosynthése des composés phénoliques

La biosyntheése des composés phénoliques est un processus bien établi. Les deux acides aminés
aromatiques, la phénylalanine et la tyrosine, sont les précurseurs de la majorité de ces molécules chez
les plantes. La synthése de ces composés repose principalement sur deux voies métaboliques, a savoir
la voie de I’acide shikimique et la voie de la phénylalanine. Dans les lignes qui suivent nous allons
nous accentuer sur la voie shikimique parce que le composé (4-hydroxyacétohenone) provient de

cette voie car juste apres qu’il a formation de la tyrosine.
1.3.3.1. Voie de I’acide shikimique

La biosynthese des composés phénoliques par la voie du shikimate s’effectue par des étapes
enzymatiques séquentielles. En effet, elle commence par une condensation de type aldolique de deux
unités de composées phosphorylates actifs avec 1’acide phosphoenolpyruvique (PEP) en présence de
I’enzyme DAHP synthase pour former le 3- deoxyarabino-heptulosonate — 7 — phosphate (DAHP).
Celui-ci, en présence des enzymes : 3-deoxyarabino-heptulosonate—7—phosphate synthase (DAHPS),
3-dehydroquinate dehydratase (DHQ) et la shikimate déshydrogénase (SDH) subit une réaction de
synthese pour produire le shikimate. Par la suite, cela peut entrainer une réaction de phosphorylation
grace a I’enzyme shikimate quinase en shimate-3- phosphate, qui réagit avec le PEP pour former le
chorismate et D’anthranilate. (Jagadeeswaran et al., 2010). L’acide chorismique subit une
decarboxylation et une déshydratation pour former 1’acide préphénique qui Subira une
decarboxylation suivie d’une déamination pour former deux intermédiaires biosynthetiques a savoir
la L-tyrosine et la L-phényalanine. La L-tyrosine qui subira a son tour une transamination en suite
une décarboxylation suvie d’une oxydation pour former le compose (4-hydroxyacétophenone) (Tzin

et al., 2012).
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Schéma 1 : Biosynthése des composés phénoliques par voie de Shikimate (Portes, 2008).

1.3.4. Intéréts biologiques des composés phénoliques

Les polyphénols posseédent de nombreuses activités biologiques qui varient selon leur structure
chimique. Chez les végétaux, ils constituent une famille majeure d'antioxydants. Contrairement aux
antioxydants de synthése comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluene (BHT),

les polyphénols ne présentent pas de toxicité avérée pour la santé humaine (Bounatirou et al., 2007).
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> Roles chez les plantes et I'homme : Les polyphénols jouent un réle crucial dans la régulation de
la croissance et du développement des plantes en interagissant avec leurs hormones. Ils agissent
¢galement comme un écran naturel contre les rayons ultraviolets. Ces pigments non azotés jouent
un role dans la pollinisation en attirant les insectes, mais peuvent aussi, par leur coloration,
repousser les prédateurs. Par ailleurs, certaines de ces substances agissent comme des inhibiteurs
enzymatiques et contribuent ainsi a la protection de I'homme contre certaines maladies (Bruneton,
1999).

» Applications dans I'industrie : Dans l'industrie agroalimentaire, les polyphénols sont largement
utilisés comme additifs, colorants, ardmes ou agents de conservation, en mettant a profit leurs

propriétés naturelles (Bruneton, 1999).

1.4. GENERALITE SUR LES LACTONES
1.4.1. Définition

Les lactones sont des composés organiques volatils (COV) qui résultent du métabolisme des lipides.
Chimiquement, elles sont définies comme des esters cycliques d'acides gras hydroxylés et sont
couramment utilisées comme aromes et parfums, ou comme composants de produits chimiques
spécialisés (Kourist et Hilterhaus, 2015). On les trouve naturellement dans des fruits miirs, comme
la péche et la fraise, ou elles contribuent de maniére significative a leur arome et a leur gotit (Sanchez-
Sevilla et al., 2014). Pour cette raison, les lactones sont tres prisées par les industries agroalimentaires
et cosmétiques, représentant un marché mondial de plusieurs centaines de tonnes par an (Braga et

al., 2018).
1.4.2. Structures et classification

Bien que les lactones puissent étre produites par synthése chimique, cette méthode génére souvent
des mélanges racémiques indésirables, ce qui est mal percu par les consommateurs. De plus, elle
souléve des préoccupations environnementales majeures liées a l'utilisation d'énergies fossiles
(Braga et al., 2018). Les lactones sont des composés particuliers comportant un cycle dioxygéné
fondamental, qui résulte de la cyclisation (lactonisation) d'acides hydroxylés. Les y-lactones et les J-
lactones, également appelées 4- et S5-olides, sont les deux structures les plus couramment identifiées
dans la composition des ardmes. Elles résultent de la cyclisation d'acides hydroxylés en position 4 ou
5. On considére généralement que les lactones volatiles sont des composés dont le nombre d'atomes

de carbone est compris entre 4 (butyrolactone) et 12 (dodécalactone). Leur grande diversité s'explique
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par la nature des substituants présents sur les cycles et les chaines latérales, le nombre de doubles
liaisons et la configuration spatiale des molécules (formes énantiomériques R et S) (Dufossé et al.,

1994).

O O
O (0]
R R
v-Lactone d-lactone

1.4.2. Biosynthése des lactones

La synthése des énantiomeres purs de gamma-lactones constitue un sujet d'étude important (Mosandl
et Gunther, 1989). Les scientifiques ont exploré les origines possibles des lactones en recherchant
leurs précurseurs hydroxylés. Les enzymes telles que les lipoxygénases, les époxydases ou les
hydratases peuvent produire ces précurseurs hydroxylés a partir d'acides gras insaturés. C'est a cette
¢tape que la biosynthése devient plus ou moins énantiosélective (Leak et al., 1992). On suppose
ensuite que des systémes d'oxydation (alpha, béta ou delta) raccourcissent ces acides gras hydroxylés.
11 est possible que la chiralité de la molécule soit modifiée au cours de ces processus d'oxydation. La
figure ci-dessus illustre les liens entre la formation des delta-lactones et le métabolisme des lipides :
L'anabolisme des acides gras, via le (R)-3-hydroxy-acide, conduit a la formation des (R)- o-lactones ;
la béta-oxydation meéne quant a elle aux énantiomeres S. Le rapport R/S dans les produits finaux
refléte ainsi 1'importance respective de chacune de ces voies métaboliques (Tressl et Albrecht,

1986).
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Schéma 2 : Formation de la gamma-butyrolactones a partir de 1’acide glutamique (Tressl et al.,

1978).
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Schéma 3 : Formation de la gamma-pentalactone a partir d’un métabolite du glucose, I’acide
levulinique (Tressl et al., 1978).




CHAPITRE II : RESULTATS ET
DISCUSSION




IL.1. ACTIVATION ET PURIFICATION DE FUSARIUM VERTICILLOIDES

La souche du champignon Fusarium verticilloides a été isolée d'excréments de dromadaire collectés
en décembre 2021 a Eco Park, situé a Ahala dans I’arrondissement de Yaoundé 3. Cette souche a été
s¢lectionnée dans la banque de champignons du projet CECANAPROF. Elle avait été préalablement
conservée dans une solution de glycérol a 4 %, puis stockée dans un congélateur a -86 °C. Le
champignon a été identifié¢ par la société Inqabiotec. Pour les analyses, la souche a été activée dans
des boites de Petri sur des milieux de culture Malt Extract Agar (MEA) et Potato Dextrose Agar

(PDA). Apres une incubation de 3 a 7 jours, elle a été purifiée pour des analyses plus approfondies.

I1.2. CULTURE, EXTRACTION ET ISOLEMENT DES METABOLITES SECONDAIRES
DE FUSARIUM VERTICILLOIDES

La recherche de métabolites secondaires a débuté par un pré-criblage chimique. A cette fin, une
culture a petite échelle de Fusarium verticilloides a été réalisée sur quatre milieux différents : du riz
et du riz supplémenté avec du MEA, NaCl et NaxSO4 respectivement. L'objectif était de déterminer
lequel produisait le plus de métabolites secondaires au bout de 14 et 21 jours. Les extraits obtenus
apres extraction ont été soumis a une chromatographie sur couche mince (CCM) comparative. Il en
ressort que les extraits de F. verticilloides cultivée sur riz pendant 14 et 21 jours ont présenté le
meilleur profil métabolique. La figure 8 ci-dessous présente la CCM comparative des différents

extraits obtenus.

Figure 8 : CCM comparative des extraits de Fusarium verticilloides.
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Par la suite, une analyse par LC-MS (Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie
de masse) a ¢té effectuée sur les deux extraits présélectionnés (FUVR14 et FUVR21) afin de choisir

celui présentant le meilleur profil métabolique.
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Figure 9 : Chromatogramme de I'extrait de F. verticilloides cultivé dans du riz pendant 21 jours.
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Figure 10 : Chromatogramme de I'extrait de F. verticilloides cultivé dans du riz pendant 14 jours.
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Le chromatogramme de 1'échantillon FUVR 14 (figure 10) présente un nombre de pics bien plus élevé
que celui de I'échantillon FUVR21 (figure 9). Cela indique que la culture de F. verticillioides a 14
jours a produit une diversité plus grande de métabolites secondaires. De plus, les pics sur le
chromatogramme de FUVR14 sont significativement plus intenses (jusqu'a 1.2x10%) que ceux de
FUVR21 (environ 1.2x10%). Cette intensité plus élevée indique (tout simplement que les extraits ont
été concentrés a 4,5 mg/ml) que les concentrations de métabolites sont plus importantes dans
I'échantillon FUVR14. D'un point de vue chimique, un "meilleur profil métabolique" dans le contexte
d'une étude de criblage désigne un extrait riche et diversifié en composés d'intérét, ce qui augmente
les chances d'isoler de nouvelles molécules bioactives. C'est précisément ce que montre le

chromatogramme de FUVR14, ce qui en fait le choix idéal pour une culture a grande échelle.

Ainsi, Fusarium verticilloides a été cultivé a grande échelle en ensemengant 5 kg de riz dans 50
flacons d'un litre. Chaque flacon contenait 100 g de riz. Apres 14 jours d'incubation a 23 °C, une
extraction a l'acétate d'éthyle a été réalisée, permettant d'obtenir 49,8 g d'extrait brut. Cet extrait brut
a ensuite été fractionné par chromatographie sous vide (VLC) sur gel de silice. L'élution a été
effectuée avec un gradient de polarité croissante a I’aide solvants organiques suivants : n-hexane et
I’acétate d'éthyle. Sur la base des analyses en chromatographie sur couche mince (CCM), sept (7)
fractions ont été obtenues, indexées de F1 a F7. Une étude chimique sur les fractions F5 et F6 a abouti
a l'isolement de quatre composés, nommeés FUVR1 a FUVR2. Les structures de deux de ces composés
ont été identifiées a partir de leurs données spectrométriques et spectroscopiques, ainsi que par

comparaison avec celles rapportées dans la littérature.
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Schéma 4 : Protocole d’isolement des métabolites secondaires de Fusarium verticilloides.
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I1.3. IDENTIFICATION STRUCTURALE DES COMPOSES ISOLES
I1.3.1. Identification structurale du composé FUVR1

Le compos¢ FUVRI1 se présente sous forme de poudre blanche. Il a été isol¢ a 1'aide d'un mélange de
solvants n-hexane/acétate d'éthyle (40 %). Ce composé est soluble dans le chloroforme et son test au
chlorure ferrique est positif, ce qui confirme la présence de groupements phénoliques. L'analyse de
son spectre de masse en impact électronique (Figure 11) a révélé un pic de 1'ion moléculaire [M]" a

m/z=136, correspondant a la formule brute CgHgO». Cette formule présente cinq degrés d'insaturation.
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Figure 11 : Spectre de masse a IE (+) du composé FUVRI.

L’interprétation de toutes les données spectrométriques (SM-IE) et spectroscopiques (RMN 'H ; HSQC ;
HMBC et COSY) ont permis d’attribuer au composé FUVRI1 la structure de la 4-hydroxyacetophenone (33)

ci-dessous :
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OH

4-Hydroxyacetophenone (30)

En effet, son spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (Figure 12) de FUVR1 nous présente :

>

Deux signaux de doublets intégrant pour deux protons chacun résonnant a oy 7,88 ppm (H-2/H-
6) et a on 6,85 ppm (H-3/H-5) caractéristiques des quatre protons aromatiques en position ortho
(J= 8,5 Hz) suivant le syst¢tme AA'BB" ;

Un signal singulet intégrant pour trois protons résonnant a g 2,53 ppm (H-8) caractéristique d’un
groupement méthyle d’un acétyle.

Un signal singulet intégrant pour un proton résonnant a du 5,33 ppm (4-OH) caractéristique au

proton du groupement hydroxyle.
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Figure 12 : Spectre de RMN 'H (500 MHz, CDCls) élargie (1.8-8.3 ppm) du composé FUVRI.

L’agencement structural a été rendu possible par I’interprétation des données recueillies sur les

spectres HSQC, COSY et HMBC.

L’interprétation de son spectre HSQC (Figure 13) nous a permis de faire ressortir trois taches de
corrélation en 'J notamment entre :

» Les protons a du 7,88 ppm (H-2/H-6) et le carbone a dc 131,3 ppm (C-2/C-6) ;

» Les protons a du 6,85 ppm (H-3/H-5) et le carbone a dc 114,6 ppm (C-3/C-5) ;

» Les protons a dn 2,53 ppm (H-8) et le carbone a dc 26,6 ppm (C-8).
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Figure 13 : Spectre HSQC ¢élargi (2.5-8.0 ppm) du compos¢ FUVRI.

Le spectre COSY ('H-'H) montre un seul carré de corrélation entre les protons résonants a du 7,88
ppm (H-2/H-6) et a ou 6,85 ppm (H-3/H-5), ce qui nous a permis de confirmer la présence de deux
systemes de spin vicinaux (AA'BB"), I’'un étant H-2/H-3 et I’autre H-5/H-6 (Figure 14).
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Figure 14 : Spectre COSY('H-'H) élargi (6.5-8.9 ppm) du composé FUVR1.
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Figure 15 : Corrélations COSY du composé¢ FUVRI.

Son spectre HMBC quant a lui (Figure 16), nous montre des tiches de corrélations dont les plus
importantes sont entre :

» Les protons résonants a don 7,88 ppm (H-2/H-6) et le carbone résonant a dc 159,5 (C-4) ppm ;
» Les protons résonants a du 6,85 ppm (H-3/H-5) et le carbone résonant a dc 130,1 (C-1) ppm ;




» Les protons résonants a o 2,53 ppm (H-8) et les carbones résonants a dc 130,1 ppm (C-1) ; dc
196,7 ppm (C-7).
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Figure 16 : Spectre HMBC élargi (2,5-8,0 ppm) du composé FUVRI.

OH

Figure 17 : Quelques corrélations HMBC du composé FUVR1.
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L’ensemble de toutes ces données spectrales comparées a celles de la littérature, a permis d’attribuer

a FUVRI la structure de la 4-hydroxyqcétophenone précédemment isolé de Zanthoxylum

ailanthoides (Chen et al., 2009) et caractérisé par Zhu et collaborateur en 2012.

Tableau 5 : Données RMN 'H (500 MHz, CDCl;) et RMN 3C (150 MHz, CDCl3) du composé
FUVRI1 comparées a celles du 4-hydroxy-2-cétophenone (400 MHz dans CDCI3) (Zhu et al., 2012).

4-Hydroxyacétophenone FUVR1
Position | dx(m, J en Hz,) Jc en ppm ou(m, J en Hz) dc en ppm
1 - 129,6 - 130,1
2 7,91 (d; 8,5) 131,3 7,88(d ; 8,3) 131, 3
3 6,95 (d; 8,5) 115,6 6,85(d ; 8,4) 114,6
4 - 161,6 - 159,5
5 6,95 (d; 8,5) 115,6 6,85(d ; 8,4) 114,6
6 7,91 (d; 8.5) 131,3 7,88(d ; 8,3) 131,3
7 - 198,6 - 196,7
8 2,6 (s) 26,4 2,53 (s) 26,6




I1.3.2. Identification structurale du composé FUVR2

Le composé FUVR2 se présente sous la forme d’aiguilles rouge foncées. Il a été isol¢ a I'aide d'un
mélange de solvants n-hexane/acétate d'éthyle (60%). Ce composé est soluble dans le méthanol.
L'analyse de son spectre de masse en impact é€lectronique (Figure 18) a révélé un pic de l'ion

moléculaire [M]" a m/z=130, correspondant a la formule brute C¢H;0Os. Cette formule présente deux
degrés d'insaturations.
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Figure 18 : Spectre de masse IE (+) du composé FUVR2.

L’interprétation de toutes les données spectrométriques et spectroscopiques (RMN 'H ; RMN 13C ;

HSQC ; HMBC et COSY) a permis d’attribuer au composé FUVR2 la structure de la 5-

hydroxyhexan-4-olide (34) ci-dessous :




OH

o7 O CH,
5-Hydroxyhexan-4-olide (31)
L'analyse du spectre de RMN 'H (800 MHz, CDsOD) (Figure 19) nous présente :

> Un signal multiplet intégrant pour un proton résonant a ou 4,39 ppm, caractéristique d'un proton
oxyméthyne situé sur le cycle furanique (H-4) ;

> Un signal doublet de quadruplet intégrant pour un proton résonant a dy 3,75 ppm, correspondant
au proton d'un groupement oxyméthyne (6,5 ; 4,5 Hz, H-5) ;

> Deux signaux multiplets intégrants pour un proton chacun résonants a du 2,55 ppm (H-2a) et ou
2,53 ppm (H-2b). Ces signaux correspondent aux protons diastéréotopiques en position deux, liés
a la fois a un atome de carbone sp? et a un groupement carbonyle ;

> Deux signaux multiplets intégrant pour un proton chacun résonants a Jou 2,24 ppm (H-3a) et ou
2,06 ppm (H-3b). Ces signaux correspondent aux protons diastéréotopiques en position trois, liés
a des atomes de carbone en hybridation sp? et sp* ;

> Un signal doublet intégrant pour trois protons résonants a Jou 1,21 ppm, caractéristique d'un

groupe méthyle (6,5Hz, H-6).
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Figure 19 : Spectre de RMN 'H (800 MHz, CD;OD) élargi (0,2—5,9 ppm) du composé FUVR2.

L'interprétation du spectre de RMN *C (200 MHz, CDsOD) de ce composé (Figure 20) nous montre

six signaux parmi lesquels :

> Un signal résonant a dc 180,2 ppm (C-1), attribuable a un carbonyle d’ester cyclique
(lactone) ;

> Un signal résonant a dc 85,9 ppm (C-4), attribuable a I’oxyméthyne du cycle furanique ;

> Un signal résonant a dc 70,2 ppm (C-5), correspondant & un oxyméthyne qui est fortement
déblindé par la proximité d'un groupement hydroxyle ;

> Un signal résonant a dc 29,5 ppm (C-2), attribuable au méthyléne adjacent au carbonyle ;

> Un signal résonant a dc 25,0 ppm (C-3), attribuable au méthyléne déblindé par sa liaison avec
le carbone du cycle furanique ;

> Un signal résonant a dc 19,0 ppm (C-6), attribuable au méthyle 1i¢ au carbone portant

I’hydroxyle.

————————————m
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Figure 20 : Spectre de RMN '*C (200 MHz, CD-0OD) du composé FUVR2.

L’agencement structural des différents groupements mentionnés a été rendu possible par

I’interprétation des données recueillies sur les spectres HSQC, COSY et HMBC.

Son spectre HSQC (Figure 21) nous présente les corrélations hétéronucléaires entre proton-carbone

directement lié notamment entre :

Le proton a ou 4,39 ppm (H-4) et le carbone a d. 85,9 ppm (C-4) ;

Le proton a ou 3,75 ppm (H-5) et le carbone a d. 70,2 ppm (C-5) ;

Les protons a du 2,55/2,53 ppm (H-2a/H-2b) et le carbone a . 29,5 ppm (C-2) ;
Les protons a oy 2,24/2,06 ppm (H-3a/H-3b) et le carbone a . 25,0 ppm (C-3) ;
Le proton a ou 1,21 ppm (H-6) et le carbone a d. 18,9 ppm (C-6).
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Figure 21 : Spectre HSQC ¢largi (0,2-5,8 ppm) du composé¢ FUVR2.

Le spectre COSY (Figure 22), nous a permis de faire ressortir plusieurs carrés de corrélations
notamment entre :

» Le proton a on 4,39 ppm (H-4) et le proton a Ju 3,75 ppm (H-5) ;

» Les protons a du 2,55/2,53 ppm (H-2a/H-2b) et les protons a ou 2,24/2,06 ppm (H-3a/H-3b) ;

» Le proton a Ju 2,24 ppm (H-3a) et le proton a du 2,06 ppm (H-3b).
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Figure 22 : Spectre COSY ¢élargi (0.0-6.0 ppm) du compos¢ FUVR2.
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Figure 23 : Quelques corrélations COSY du compos¢ FUVR2.

Son spectre HMBC (Figure 24), quant a lui, nous a permis de faire ressortir d’importantes taches de
corrélations entre :

» Le proton a ou 4,39 ppm (H-4) et le carbone C-1 (180,2) ;

» Le proton a on 3,75 ppm (H-5) et les carbones C-3 (25,0) et C-6 (18,6) ;
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Le proton a ou 2,55/2,53 ppm (H-2a/H-2b) et les carbones C-1 (180,2) et C-3 (25,0) ;

Les protons a o 2,24/2,06 ppm (H-3a/H-3b) et les carbones C-1 (180,2) ; C-2 (29,5) ; C-4 (85,9) ;
C-5(70,2) ;

» Le proton a on 1,21 ppm (H-6) et les carbones C-5 (70,2) ; C-4 (85,9).
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Figure 24 : Spectre HMBC ¢largi (0,0-5,8 ppm) du composé FUVR2.

(0

Figure 25 : Quelques corrélations HMBC du composé FUVR2.




L’analyse du spectre NOESY (Figure 26), nous a permis de déterminer la configuration absolue des
carbones asymétriques (C-4 et C-5). En effet, nous observons un carré de corrélation entre les protons

a 3,75 ppm (H-4) et 4,39 ppm (H-5) justifiant leur voisinage dans 1’espace.
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Figure 26 : Spectre NOESY ¢élargi (0,2-5,8 ppm) du composé FUVR2.

L’ensemble de toutes ces données spectrales comparées a celles de la littérature, a permis d’attribuer
a FUVR?2 la structure de la 5-hydroxyhexan-4-olide isolée précédemment de Osmunda japonica par

Berti et collaborateurs en 1983.




Tableau 6 : Données RMN 'H (800 MHz, CDsOD) et RMN *C (200 MHz, CDs0D) du composé
FUVR2 comparées a celles de la (4R, 55) -5-hydroxyhexan-4-olide (600 MHz / 150 MHz et CDCl3)
(Berti et al., 1983).

(4R, 55)-5-Hydroxyhexan-4-olide

FUVR2

Position ou (m, J en Hz,) Jc en ppm ou (m, J en Hz) Jc en ppm
1 - 177,2 - 180,2
2a 2,60 (ddd, 17,8 ;10,0 ;5,1) 2,53 (m)
2 2
2b 2,55 (ddd, 17,8 ; 10,0 ; 8,8) 8.6 2,55 (m) %5
3a 2,26 (ddd, 18,8 ;10,0 ; 8,8 ;7,4) 2,24 (m) 25,0
21,0
3b 2,17 (ddd ; 18,8 ;10,0 ;7,4 ;5,1) 2,06 (m)
4 4,41 (td ;74 ;3.4) 83,3 4,39 (m) 85,9
5 4,13 (m) 67,4 3,75 (dg ; 6,5 ;4,5) 70,2
6 1,20 (d ; 6,6 17,7 1,21 (d ;65) 19,0




CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail de recherche visait a étudier les métabolites secondaires de Fusarium verticilloides, un
champignon coprophile isol¢ de bouses de dromadaire. Pour ce faire, nous avons utilisé la méthode
de la chambre humide décrite par Hawksworth et al. (1974) pour 1'isolement de cette souche. La
souche de Fusarium verticilloides, sélectionnée dans la banque de champignons du laboratoire
EPlaNaProLab du projet CECANAPROF, a été cultivée sur des boites de Pétri contenant de I'extrait
de malt (Malt Extract Agar) et de l'extrait de pomme de terre (Potato Dextrose Agar) pendant 3 a 7
jours, puis purifiée. Sur la base d'un criblage par LC-MS, une culture a grande échelle a été réalisée
en milieu solide sur du riz pendant 14 jours, ce qui a permis d'obtenir 49,8 g d'extrait brut aprés
extraction a l'acétate d'éthyle. Cet extrait a ét€¢ soumis a une chromatographie liquide sous vide (VLC)
en utilisant un gradient de polarité avec des systeémes de solvants n-hexane et acétate d'éthyle, ce qui
a conduit a l'obtention de huit fractions. Les fractions cinq et six ont ensuite été purifiées a 1'aide de
techniques chromatographiques complémentaires (CC sur gel de silice et CCM), ce qui a abouti a
l'isolement de quatre composés. Deux de ces composés ont été caractérisés et identifiés : la 4-

hydroxyacétophénone et la 5-hydroxyhexan-4-olide.

Nos investigations ont révélé que la 4-hydroxyacétophénone et la 5-hydroxyhexan-4-olide sont isolés
de F. verticilloides pour la premiere fois dans cette étude. Cependant, la 4-hydroxyacétophénone
appartient a la classe des composés phénoliques, une famille de métabolites secondaires déja
rapportée chez le genre Fusarium. Par ailleurs, la littérature scientifique mentionne que la 4-
hydroxyacétophénone présente des activités inhibitrices sur la production de superoxyde et sur la
libération d'élastase par les neutrophiles (Chen et al., 2009). Quant a la 5-hydroxyhexan-4-olide, il
s'agit d'une lactone. Des études ont montré qu'elle exerce des activités antifeedantes (répulsives pour
'alimentation) contre les larves du papillon jaune Eurema hecabe mandarina (Atsushi et al., 1990).
Ce compos¢ a été initialement 1solé de la plante Osmunda japonica (Numata et al., 1984). Bien que
les propriétés antimicrobiennes de nos deux composés n'aient pas encore été testées, leur découverte
nous permet de dire que F. verticilloides d'origine coprophile contient des métabolites différents de
ceux isolés d'autres sources du méme genre. Cela justifie et encourage la poursuite des études sur les

champignons coprophiles.
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Ce travail, nous a permis de mieux comprendre qu’il existe d’autre voie de production des molécules
bioactives sans toutefois détruire la biodiversité. Dans la continuité de nos travaux, nous envisageons

de:

> Déterminer la structure des composés restants ;
> Etendre la recherche des métabolites secondaires sur les sous-fractions restantes ;

> Evaluer les activités antimicrobiennes des extraits et des composés isolés.




CHAPITRE III : PARTIE
EXPERIMENTALE




II1.1. MATERIELS
Nos travaux ont été effectués dans le Laboratoire des Substances Naturelles d’origines Végétales et
Fongiques (EPlaNaProLab) de I’Ecole Normale Supérieure (ENS) de 1’Université de Yaoundé I. Pour

réaliser ces travaux, nous avons utilisé les matériels suivants :

II1.1.1. Matériels fongiques
Le matériel fongique utilisé dans le cadre de notre travail est la souche pure de Fusarium verticilloides

(CECA277).

1I1.1.2. Consommables utilisés

Les consommables que nous avons utilisés sont les suivants :

> Silice de type 60 (MERCK, granulométrie 0,04-0,06 mm) : pour les séparations et les
purifications par chromatographie sur colonne.

> Plaques de CCM : des feuilles d'aluminium de 20 x 20 cm, recouvertes de gel de silice de type
60 F254, d'une épaisseur de 0,2 mm.

> Solvants : acétate d'éthyle, méthanol, dichlorométhane et n-hexane.

> Glycérol a 4 % : solution utilisée pour la conservation des souches de champignons a -86 °C.

> Boites de Pétri de 90 mm de diametre : pour I'ensemencement, la croissance et la purification de
la souche de champignon.

> G¢éloses PDA (Potato Dextrose Agar) et MEA (Malt Extract Agar) : utilisées comme milieux de

culture pour l'activation du mycélium de Fusarium verticilloides.

Solution d'éthanol a 70 % et d'eau distillée : pour la stérilisation du matériel mycologique.

Riz : utilis¢ comme milieu de culture solide.

NaCl et Na.SOs : utilisés comme suppléments.
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Chloramphénicol : un antibiotique utilis€é pour inhiber la croissance bactérienne lors de

l'activation du mycélium de Fusarium verticilloides.

II1.1.3. Matériels chimiques et biologiques

Les matériels chimiques et biologiques utilisés au cours de cette étude sont répertoriés ci-dessous :

————————————m




» Balances analytiques : Mode¢les "COBOS" (D-6000-SX) et "SARTORIUS WERKER" (type 242,
n° de fabrication 401088, précision 0,001 g) utilisés pour la mesure des masses des réactifs et des
produits.

» Distillateur d'eau : mod¢ele Milli-Q Advantage A10, utilisé pour produire I'eau distillée nécessaire
a la préparation des milieux de culture.

» Poste de sécurité microbiologique (Clean Bench) : Marque "Thermo Scientific", type MSC 1.2,
utilisé pour la stérilisation, 1'ensemencement et la purification des cultures fongiques dans un
environnement stérile. Cet équipement est alimenté en propane/butane pour la stérilisation a la
flamme.

» Réfrigérateurs et congélateurs : marques "LG" (-10 °C), "TOSHIBA" (-4 °C), "LIEBHERR" (-4
°C), et un congélateur "BIOBASE" (-86 °C), utilisés pour la conservation des extraits, des
composés isolés et des souches de champignons coprophiles.

» Erlenmeyers : utilisés pour la préparation et la stérilisation des milieux de culture.

» Autoclave : Marque BKM-K18N (Volume : 18 L ; Tension : 220 V ; Fréquence : 50 Hz ;
Pression : 0,23 MPa ; Température : 121/134 °C ; Puissance : 1,6 KVA), utilisé pour la
stérilisation des milieux de culture (riz, PDA, MEA).

» Cryotubes : Pour la conservation a long terme de la souche de champignon.

» Incubateur : Modéle "100-800", utilisé pour la croissance controlée des cultures fongiques
(isolement, purification et culture), a température optimale et a 1'abri de toute contamination.

» Microscopes : Deux marques ont été utilisées pour I'identification morphologique du champignon
: un Euromex-iScope (tension : 110-240 V ; fréquence : 50-60 Hz) et un OLYMPUS (Modé¢le :
SZ2-ILST ; tension : 100-120/220-222 V ; fréquence : 50/60 Hz ; ampérage : 0,15/0,1 A).

> Evaporateurs rotatifs (Rotavapor) : Marque "HEIDOLPH", connectés & un circuit de
refroidissement de marque LAUDA (WKL 230) et a une pompe a vide (Vacuum Brand
GMBH/CVC/3000/PC 500 séries), utilisés pour concentrer les filtrats apres extraction et
fractionnement, ainsi que pour recycler les solvants avant les étapes de purification.

» Colonnes chromatographiques : de différents diamétres, utilisées pour la séparation de l'extrait
brut et la purification des fractions.

» Hotte aspirante : Pour la manipulation sécurisée de produits toxiques (pyridine, acide sulfurique

a 30 %, acide acétique) et de solvants.
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> FEtuve : Marque "QVANTAGE-LAB", utilisée pour activer la silice et calciner les plaques de
CCM a environ 100 °C.

» Révélateurs : acide sulfurique (30 %), iode et lampes UV (254 nm et 366 nm), utilisés pour la
visualisation des composés sur les plaques de CCM.

» Chromatographie liquide-spectrométrie de masse (LC-MS) : Les analyses par LC-MS des extraits
de riz ont été réalisées a I'aide d'un systéme UHPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltman, MA, USA). La séparation chromatographique a été effectuée sur une colonne C18
Acquity UPLC BEH (1,7 um, 2,1 x 50 mm ; Waters, Milford, CT, USA) couplée a un
spectrometre de masse a pieége a ions (ion trap) de type AmaZon speed (Bruker, Billerica, MA,
USA). Les spectres de spectrométrie de masse a haute résolution par ionisation par
¢lectronébulisation (HR-ESIMS) ont été enregistrés sur un systtme HPLC-UV Agilent 1200
Infinity Series (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) équipé d'une colonne C18 Acquity
UPLC BEH (1,7 um, 2,1 x 50 mm).

Vous trouverez ci-dessous, en figure 27, une liste non exhaustive des équipements utilisés pour nos

travaux.
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Figure 27 : Quelques appareils utilisés dans nos travaux.




II1.2. METHODES
1I1.2.1. Récolte des féces

Des échantillons d'excréments de dromadaires ont été collectés le matin du 23 décembre 2021 par M.
TCHOKOKAM Yvan a I'Eco Park, situé a Ahala-Barriére, a Yaoundé. Ces échantillons ont ensuite
été étiquetés et transportés au laboratoire, ou ils ont été conservés dans un réfrigérateur. La souche
Fusarium verticilloides a été isolée de ces excréments dans le cadre du projet CECANAPROF. La
méthode d'isolement utilisée est celle de la chambre humide (Moisture Chambers), décrite par

Hawksworth en 1974.

I11.2.2. Isolement, purification et identification des champignons coprophiles
I11.2.2.1. Protocole d’isolement

L'isolement du champignon a été réalisé selon la méthode de la chambre humide (Moisture

Chambers) décrite par Hawksworth en 1974. Le protocole a été effectué de la maniére suivante :

> Préparation de la chambre humide : Des échantillons de bouses ont été placés dans des boites
de Pétri stériles. Un papier filtre stérile, humidifié avec de 1'eau distillée, a été ajouté au fond de
chaque boite avant le dépdt des échantillons de bouse. Il est important de noter que, pour stimuler
la croissance fongique et inhiber les contaminations, un antibiotique (chloramphénicol) et un
nématicide (dieldrine) ont été ajoutés a I'eau au préalable.

> Incubation : Les boites de Pétri ont été scellées a 1'aide de film plastique et incubées a 28 °C
pendant environ 14 jours pour permettre la croissance et la sporulation du champignon.

> Observation : Les échantillons ont été examinés réguliérement a l'aide d'un stéréomicroscope
pour suivre le développement fongique, la sporulation et la formation éventuelle de corps
fructiféres. Il est important de noter que les champignons se sont développés naturellement sur le

substrat (fumier).

I11.2.2.2. Protocole de purification
La purification du champignon s'est déroulée en deux étapes principales : la préparation des milieux
de culture et l'inoculation des mycéliums. Les milieux de culture utilisés étaient le PDA (Potato

Dextrose Agar) et le MEA (Malt Extract Agar). lls ont été préparés selon les proportions suivantes :

> MEA : 33,6 g de poudre de milieu dans 1 L d'eau distillée.
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> PDA : 39,1 g de poudre de milieu dans 1 L d'eau distill¢e.

Chaque milieu a été supplémenté de 100 mg de chloramphénicol pour inhiber la croissance
bactérienne. Les milieux ont ensuite été stérilisés a I'autoclave a 121 °C sous une pression de 215 kPa
pendant environ 45 minutes. Aprés un léger refroidissement sous une hotte a flux laminaire pour
maintenir un environnement stérile, les milieux liquides ont été versés dans des boites de Pétri. Une
fois les milieux solidifiés, une petite portion de mycélium et de spores a été prélevée a 1'aide d'une
aiguille d'inoculation stérile et transférée au centre des boites de Pétri contenant le milieu MEA ou
PDA. Les cultures ont été incubées a 28 °C et observées réguliérement jusqu'a ce que la croissance
radiale s'approche des bords des boites. Les souches pures ainsi obtenues ont ensuite ét¢ identifiées.

Ce protocole d'isolement et de purification est résumé dans le schéma 6 ci-dessous.

Incubation
Féces récoltées Dépot des feces dans une Développement des
boite de petri contenant un champignons a 27°C
papier filtre imbibée o
£
<
2
S
R
Q
Observations ‘
Isolement P
« <«
Dépot des spores Prélévements des spores a Apparition des
sur le MEA I’aide d’une aiguille spores sur la matiére
fécale
w
£
=
=1
e
2
=S
=
v
Isolats purs

Schéma 5 : Protocole d’isolement et de purification des champignons coprophiles
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I11.2.3. Réactivation du mycélium

Pour réactiver les spores de Fusarium verticilloides préalablement isolées et conservées en cryotubes,

le protocole suivant a été appliqué :

> Préparation des milieux de culture : Les milieux PDA et MEA ont été préparés selon la
méthode décrite précédemment.

> Ensemencement : Les milieux stériles ont été versés dans des boites de Pétri, puis ces dernicres
ont été disposées sous le clean bench. Les spores ont ensuite été inoculées au centre de chaque
boite.

> Incubation : Les boites de Pétri, apres avoir été étiquetées et scellées avec du film plastique, ont
¢été incubées a 27 °C, une température optimale pour la croissance du champignon. L'aspect des

colonies a été noté quotidiennement.

I11.2.4. Criblage chimique : Sélection du meilleur milieu de culture

I11.2.4.1. Culture a petite échelle
Afin de déterminer le milieu de culture qui favorise la production de métabolites secondaires, une

culture a petite échelle a été réalisée sur du riz.

> Préparation du milieu : 100 g de riz et 80 mL d'eau distillée ont été introduits dans huit flacons
d'un litre. Les flacons ont été recouverts de papier d'aluminium et stérilisés a I'autoclave pendant
45 minutes a 121 °C.

> Inoculation : Apres refroidissement, les milieux ont été placés sous une hotte a flux laminaire
pour l'inoculation. De petits morceaux de mycélium de Fusarium verticilloides, prélevés a l'aide
d'une lame stérile dans les boites de Pétri, ont ét¢ introduits dans chaque flacon.

> Croissance et extraction : Les flacons, a nouveau scellés, ont été placés dans un incubateur pour
la production de métabolites secondaires. Des extractions a l'acétate d'éthyle ont été réalisées
apres des périodes de 14 et 21 jours. Les filtrats obtenus ont été concentrés a l'aide d'un
¢vaporateur rotatif.

Une chromatographie sur couche mince (CCM) comparative a été réalisée sur les extraits bruts. Les

résultats ont montré que les extraits de Fusarium verticilloides cultivés sur du riz pendant 14 et 21

jours présentaient le meilleur profil métabolique.
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111.2.4.2. Analyse LC-MS

L'analyse par chromatographie liquide (CL) a été réalisée sur un systtme UHPLC Ultimate 3000
(Thermo Fisher Scientific, USA). La séparation a été effectuée sur une colonne ACQUITY UPLC
HSS T3 (150%2,1 mm,1,8 um) (Waters, Milford, MA, USA), maintenue a 40 °C. Le débit et le
volume d'injection étaient respectivement fixés a 0,25 mL/min et 2 uL. Les phases mobiles pour le
mode ion positif étaient composées d'acide formique a 0,1 % (v/v) dans un mélange d'acétonitrile et
d'eau. Pour le mode ion négatif, l'analyse a été réalisée a l'aide de l'acétonitrile et du formiate
d'ammonium (5 mM) dans 1'eau. Les séparations ont été effectuées selon le gradient suivant pour les
deux phases mobiles : de 0 a’ I min a 2 %, de 1 a° 9 min avec une augmentation de 2 % a 50 %, de
9a 12min de 50 % a 98 %, maintenu de 12a’ 13,5 min a 98 %, suivi d'une diminution de

13,5a" 14 min de 98 % a 2 %, et enfin maintenu de 14 a* 20 min a 2 %.

La détection des métabolites par spectrométrie de masse a été effectuée sur un spectrometre de masse
Q Exactive (Thermo Fisher Scientific, USA) équipé d'une source d'ionisation par électronébulisation
(ESI). L'analyse a utilisé le mode MS intégral suivi du mode MS/MS dépendant des données, avec
les paramétres suivants : une tension de pulvérisation (ESI) de 3,50 kV en mode positif (+) et de
—2,50 kV en mode négatif (—); une pression du gaz de gaine de 30 arb et un débit du gaz auxiliaire
de 10 arb; une température du capillaire de 325 °C; un pouvoir de résolution (FWHM) de 70 000
pour MS et 17 500 pour MS/MS; une gamme de masse m/z 81-1000 pour MS; 10 balayages
dépendants des données par cycle; une énergie de collision normalisée de 30 eV; et un temps

d'exclusion dynamique automatique.

I11.2.4.3. Culture a grande échelle
L’extrait de Fusarium verticilloides cultivé sur le riz pendant 14 jours a montré un profil riche en
métabolites secondaires apres analyse LC-MS. Nous avons opté pour ces conditions afin de lancer la

culture a grande échelle du champignon.

111.2.4.3.1. Préparation du milieu de culture

Pour la préparation du milieu de culture, la procédure suivante a été appliquée :

> 5 kg de riz ont été utilisés.
> Leriz a été réparti dans 50 flacons de 1L, a raison de 100 g par boite.

> 80 ml d'eau distillée ont été ajoutés dans chaque boite.

——————




> Les flacons ont été fermés avec du papier aluminium, puis stérilisés a I'autoclave pendant 45
minutes a 121 °C.

> Apres refroidissement, les flacons ont été placés sous la hotte a flux laminaire.

111.2.4.3.2. Inoculation

Pour cette étape, de petits morceaux de Fusarium verticilloides sur la gélose de malt (MEA) ont été
découpés a 1'aide d'une lame stérile. Ces fragments ont ensuite été introduits dans le milieu de culture.
Une fois refermées avec du papier filtre, les flacons ont été placées dans l'incubateur pour assurer une
croissance sécurisée du champignon.

111.2.4.4. Extraction

Apres 14 jours d'incubation, le milieu de culture a été recueilli dans un récipient propre, puis immergé
dans 10 L d'acétate d'éthyle. Apres une macération de 48 heures, le mélange a été filtré, puis le filtrat
a été concentré a l'aide d'un évaporateur rotatif. Trois extractions successives ont été réalisées,

permettant d'obtenir un extrait brut de 49,8 g.

Incubation

v
v

Souche pure de F. Ensemencement de la Culture a 28°C
verticilloides souche sur du riz pendant 14 jours

Extraction

Extrait fongique (49,8 g)

Filtration

Evaporation
< 4—

4

Concentration a I’aide d’un Filtrats issus de Macération a ’acétate
évaporateur rotatif Pextraction d’éthyle pendant 48 heures

Schéma 6 : Culture et extraction des métabolites secondaires de Fusarium verticilloides.




I11.2.4.5. Isolement et purification des métabolites secondaires

Pour I'isolement et la purification des métabolites secondaires, 49,8 g d'extrait brut ont été dissous
dans un volume minimal d'acétate d'éthyle. Cet extrait a ensuite été adsorbé sur 52 g de silice et séché
a I'aide d'un évaporateur rotatif. La poudre ainsi obtenue a ¢té soumise a une chromatographie liquide
sous vide (VLC). L'¢lution a été réalisée a l'aide d'un gradient d'acétate d'éthyle dans I'hexane, ce qui
a permis de recueillir 63 fractions. Ces fractions ont été regroupées en sept fractions principales (F1
a F7), sur la base de leur profil chromatographique sur couche mince (CCM). Les fractions F5 et F6
ont été¢ mélangées en une seule fraction (nommée F8) apres qu'une CCM comparative a révélé qu'elles
possédaient un profil de composition similaire. Cette fraction F8 a ensuite subi une série de
purifications par chromatographie sur colonne de gel de silice, ce qui a conduit a I'isolement de quatre

(04) composés purs : FUVRI1, FUVR2, FUVR3 et FUVR4.

Tableau 7 : Chromatogramme d’extrait brut de Fusarium verticilloides.

Eluant Flacons Fractions Observations
n-Hex 1-5 F1 M¢élange complexe
n-Hex/AcOEt 618 F2 Me¢lange de plusieurs
(5-20%) composes
n-Hex/AcOEt 19-24 F3 Mélange de plusieurs
(20-30%) composeés
n-Hex/AcOEt 25-31 F4 Me¢lange de plusieurs
(40-50%) composes
n-Hex/AcOEt 3245 F5 Mélange qui apres
(50-70%) purification a donné les
n-Hex/AcOEt 46 — 55 F6 composés FUVRI1, FUVR2,
(80-90%) FUVR3 et FUVR4
Acétate d’éthyle 56 -63 F7 Me¢élange de plusieurs
composes
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I11.3. CARACTERISTIQUES PHYSICOCHIMIQUES DES COMPOSES ISOLES

o CH,3
(
Aspect physique: Poudre blanche
Formule brute: CgHgO, (05 Insaturations)
Masse molaire: 136,1 g/mol
Solvant de solubilité: Chloroforme
OH -

4-Hydroxyacétophenone

OH

/ <%><

o CH,

(o)

5-Hydroxyhexan-4-olide

(

-

Aspect physique: Aiguille rouge foncé
Formule brute: C(H;,05 (02 Insaturations)

Masse molaire: 130,1 g/mol

Solvant de solubilité: Méthanol
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