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Liste des abbréviations

Aff. : affine

Clsp : concentration qui inhibe 50% de la croissanceaddiules cancéreuses
DMEM : Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essahmedium

DMSO : dimethylsulfoxide

DU-145 : métastase cérébrale d’'un carcinome deolstgite

ECA : carcinome d’Ehrlich

EGF-R : récepteur de facteur de croissance épidesmi

FPTase : Ras farnésyl transférase

GA A : ganoderic acid A (acide ganodérique A)

GA DM : ganoderic acid DM (acide ganoférique DM)

GA F : ganoderic acid F (acide ganodérique F)

HL-60 : leucémie promyélocytaire chez 'Homme

HepG2, HepG2,2,15 : hépatocarcinome chez 'lHomme

HT3, SiHa, CasKi : carcinome du col de l'utéruszlefemme

HT-29 : adénocarcinome du colon chez 'Homme

HPLC : High performance liquid chromatography (¢chedographie liquid a haute pression)
ITS : Internal transcribed spacer (espace de trgntien interne)

Kato Il : carcinome gastrique chez ’'Homme

KB : cancer nasopharyngé chez 'Homme

LC-MS : Liquid chromatography-mass spectrometry

LC-ESI-MS : Liquid Chromatography-Electrospray ilation Mass Spectrometry
LC-ESI-MS-MS : Liquid Chromatography-Electrosprayization-Tandem Mass
Spectrometry

LLC: cancer pulmonaire de Lewis
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LNCaP : androgen-sensitive human prostate aderinoare cells
MMP : métalloprotéase matricielle

MCF-7 : adénocarcinome du sein chez ’'Homme

MEM : Minimum Essential Medium

Meth-A : sarcome murin

MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylteizolium bromide
NF-kB : facteur nucléaire kB

PC-3 : cancer de la prostate chez I'homme

PDA : photo diode array detector

PLC/PRF/5 : hépatome chez ’'Homme

rDNA : ribosomal DNA

RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium

Tr: temps de rétention

TIC : total ion current

1) Introduction

A) Contexte historique

La premiere mention historique, faisant état délidation de basidiomycetes en médecine,
date du V™ siécle avant J.C : dans les écrits du médecin ldiiggocrate, 'amadou, préparé
a partir de la chair dEomesfomentarius(Figure 1) est mentionné pour la cautérisation des
plaies (Thoen, 1982).
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Figure 1 : Fomes fomentariusmadouvier
www.biopix.dk/Temp/Fomes%20fomentarius%200000

Des propriétés anticancereuses sont égalementrtéppgar Soljenitsyne dans le Pavillon
des cancéreux (1968) a propos d’'un polyptmenotus obliquugfigure 2 et 3), connu en

Russie sous le nom de ‘Chaga’. Ses propriétésuarditales seraient connues depuis le
XVI®™esigcle. En 1955, les préparations médicinalesedehampignon ont été reconnues par
le comité des recherches médicales Russes. Elfgsveadues sous le nom de Béfungine

(figure 3) pour calmer les douleurs, améliorerateénéral et stopper la croissance tumorale.

Figure 2 : Inonotus obliquus Figure 3: Béfungine

www.forestpests.org/images/1536x1024/4213076.jpgshop.apibiz.com/goldland/images/Chaga.gif
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Aujourd’hui, dans les pays occidentaux, les chammig ne sont plus mentionnés en
médecine courante, dite allopathigue (médecine dmstraires). Toutefois, nous les
retrouvons dans les compléments alimentailesnt{nula edodesou Shiitaké) ou dans
certaines spécialités homéopathiques (Sarembauditevih, 1996). Seul ld aricifomes
officinalis égalementppelé Polypore officinal ou agaric officinal, igd autrefoigpour ses
propriétés purgatives et antisudorales, est encitte dans le formulaire pratique de
Pharmacologie (Feldman, 1978). L'usage de celéitait encore fort répandu en Europe en
particulier contre les fievres phtisiques, a tehpgue ses lieux de récolte étaient maintenus
secrets (Thoen, 1982).

Toutefois, méme si les propriétés médicinales thesnpignons supérieurs ou macromycetes
sont connues depuis longtemps en Europe, leur usatgmt pas aussi répandu qu’en Asie
De plus, il existe encore actuellement une certaigeophobie ou peur du champignon dans

les pays anglo-saxons.

En Chine, les champignons lignicoles, notammenPlelypores mais également le Shiitake
ou Lentinulaedodessont trés recherchés pour étre consommeés en souge infusion dans
un but culinaire mais aussi curatif. Parmi les asgetes, leCordycepssinensisest utilisé
traditionnellement pour lutter contre les effetd’dge, comme tonifiant, mais aussi contre les
hépatites et certains cancers (Matseidal, 2009).

Chez les polypores, I6anoderma luciduniGano qui veut dire brillantDerma- peau, et
lucidum - luisant) mieux connu sous le nom Lingzhi en Chiest certainement le
champignon le plus populaire et le plus utilisé@ment. Il est intégré dans les médecines
traditionnelles asiatiques, sous forme de tisathesnacérat alcoolique, en décoction ou sous
forme de gélules, pour stimuler I'appétit, comhatiiinsomnie, traiter les bronchites,
I'hypertension, I'arthrite et calmer les nerfs. (88ar, 2005). Il est également utilisé dans le

traitement de I'asthme, les hépatites et certaansers (Zjawiony, 2004).

Les textes, chants, récits mythiques et poemesitbsuet compilés par Lapassat (2000),
mettent en évidence une utilisation plusieurs maigenaire. Selon les anciens textes Taoistes,
le Lingzhi qui signifie en chinois ‘Plante magiqumi ‘Plante des chamanes’, était associé aux
divinités et utilisés par les alchimistes pour &brfcation de I'élixir de longue vie. Les
spécimens étaient recherchés en zone montagneass, les foréts, parfois au bord des

précipices. Sa récolte, proche du rite initiatiqgtejt rare et les jours de cueillette étaientsalor
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fétés. Il était considéré comme un ‘porte-bonheeir’'sa présence dans les foyers était tres
prisée. Il symbolisait, en effet, la longévité et ®nsommation, qui selon la mythologie
conférait I'immortalité, était presque exclusiverneréservée aux empereurs et aux

courtisanes.

Le premier manuscrit de matiere médicale chinappelé ‘Bencaojing’traditionnellement
attribué a I'empereur Shennong et composé sougrastie des Han au premier siécle de
notre ére, distinguait six espéces de Lingzhi deero différente (le Lingzhi jaune, le Lingzhi

noir, le Lingzhi bleu, le Lingzhi pourpre, le Lingzblanc et le Lingzhi rouge).

Cette classification est également retrouvée dé&esBencaogangmu’ appelé également
‘Compendium of Materia Medi¢aécrit au XVF™ siécle par le médecin Li Shi-zhen. Ce
deuxieme traité est intéressant puisqu’il comp#e nmhajeure partie des connaissances
meédicales accumulées a cette époque. Certainesesowrovenaient soit de textes
mythologiques ou de poemes anciens soit de laditiee médicale de I'’époque (Lapassat,
2000).

Dans ces deux traités, les différents lingzhi, piede lingzhi pourpre, étaient apparentés aux
5 saveurs, aux 5 éléments (terre, eau, feu, boistal)n aux 5 vertus (bienséance,

bienveillance, droiture, sagesse et fidélité), &uxrganes (cceur, foie, rein, poumons et rate)
et aux 5 montagnes sacrés. Chacun d’entre euxqmssée activité thérapeutique différente

et se consommait sous forme de décocté ou de madéoalique (Lapassat, 2000 ; Wasser,
2005).

Jusqu’au siécle dernier, les Lingzhi se récoltagkamts les endroits inaccessibles et en petites
guantités mais depuis que leur culture a été repdssible dans les années 70, leur popularité
s’est accrue, ainsi que leur commercialisation.ride jours, les spécimens apparentés au
Lingzhi sont retrouvés frequemment sur les mardchiési que dans les herboristeries de
certains pays asiatiques, en particulier de Chimags aussi sur certains sites internet ou ils

sont vendus comme ‘compléments alimentaires’, smuase de gélules ou en tisanes.

Apres consultation des nombreux travaux relatifa é&echerche de substances bioactives a
partir de ganodermes, le Lingzhi, auquel sontkatés les usages traditionnels en médecine,

est assimilé le plus souvenGanoderma luciduniHuieet al, 2004 ; Zhacet al, 1983).
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B) Contexte taxinomique

Toutefois, ‘Lingzhi’ est aussi le nom chinois donaéx spécimens du genfeganoderma
(Paterson, 2006). La classification chinoise dgte en effet, plusieurs groupes de Lingzhi.
Par exemple, les Lingzhishu (vrai Lingzhi), corrmsgent au genr€anoderma64 especes)

et les Wangbaozhishu (Zhi avec spores en réseatespondent au genkumphreya.

De plus, le nombre d’especes utilisé en Asie peursl propriétés médicinales ne se limite pas
a un seul taxon. Par exemple, la pharmacopée eeinaésimile leG. sinense(Lingzhi
pourpre) et leG. lucidum (Lingzhi rouge ou Chizhi) au nom traditionnel Litgz
(Pharmacopée chinoise, 2000). De méme, selon Wge5) et Huieet al. (2004), parmi les
espéeces asiatiques réputées médicinales sont vésro. tsugae(Songshanlingzhi ou
Lingzhi des pins et des sapin§. applanatun{ancien Lingzhi),G. capenséLingzhi rouge

ou Chizhi),G. tropicum, G. tenug&hi mince aux stries serrée§). atrum(Lingzhi noir) et G.
luteum (Lapassat, 2000). D’ailleursG. tsugae serait I'espece meédicinale la plus
commercialisée a Taiwan (Chen & Chen, 2002). lish@onc pas exclu que l'une de ces
espéeces soit également associée au mot LingzhenBin, nous prenons en considération
I'hétérogénéité morphologique d&anodermataceaequi entraine un nombre important de
synonymes taxinomiques, il n'est pas impossiblaige’espéce mentionnée ci-dessus puisse

correspondre a différents taxons de la classifioatiaditionnelle.

A ce premier probleme d’ordre taxinomique, relatifidentité de la ou des espéces de la
classification traditionnelle correspondant au [zinig vient se greffer un second probleme

egalement d’ordre taxinomique :

Pegler & Yao (1996), constatent des différencespimapgiques entre les carpophores du
Ganodermalucidum d’Orient et celui d’Europe. De la méme maniéres désultats de
séquencage d’espace interne de transcription, sittré@ les séquences codant pour 'ARN
ribosomal (ITS) ont montré 1) que &anodermalucidum d’Asie ne correspondait pas au
taxon européend. lucidum (Curtis) P. Karstsensu strictadont le type a été décrit a partir
d’'un spécimen anglais), 2) que les spécimens gsigti apparentés & lucidumpouvaient
étre scindés en deux especes différentes (Monch8a5h) et 3) qu'une espece apparentée au
G. lucidum de Taiwan correspondrait @. multipileus (Wang et al, 2009). Le nom

Ganodermaucidum, utilisé dans la majorité des publications sciéqiés, serait donc non
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seulement un nom mal appligué mais il constituedatplus, un complexe derriere lequel se

cacheraient plusieurs taxons ou especes distinctes.

Ainsi, I'assimilation du Lingzhi aanodermducidumne constituerait-il pas une démarche
trop hative risquant de générer une certaine cafusur l'origine exacte des molécules

bioactives issus de I'extraction des carpophores ?

C) Usages medicinaux actuels des polypores, en padier du

genre Ganoderma Principes actifs connus.

Sans l'apparition de certains traitements majeurXX¥°™®siécle, comme la pénicilline ou la
ciclosporine, issues des champignons inférieurs, decherches pharmacologiques et
chimiques actuelles menées sur les champignonsisupgseraient dans le monde occidental
certainement obsoléte. De plus, les récents trawmiatigues axés sur la recherche de
substances d’intérét pharmacologique a partir @engiignons utilisés traditionnellement, ont
contribué aujourd’hui a la popularité mondiale d&tains champignons asiatiques et en
particulier du Lingzhi. Sa renommée dans le tra@ietdu cancer, en médecine traditionnelle,
est telle gu’on le retrouve en tant qu’adjuvant desniothérapies anticancéreuses en Chine,
au Japon, en Corée et a Taiwan. De plus, elle tilooé sans aucun doute’assor de son
commerce en tant que complément alimentaire dam®fale entier. Ainsi, le chiffre d’affaire
mondiale issu du commerce dil lucidum asiatigueen 2004 a été estimé entre 5 et 6
milliards de dollars (Zjawiony, 2004).

Cette nouvelle renommée incite, depuis peu, lesrcbkeers des pays occidentaux a
s’intéresser au domaine de la pharmaco-mycologigoukd’hui, en ce qui concerne les
Ganodermataceada plupart des publications, quelques soit letgime géographique, ont
pour sujet les substances bioactives issues desrap®s asiatiques du genBanodermaet

en particulier de I'espéece désignée sous le no@atedermducidum.Les principaux axes
de recherche de ces travaux ont porté sur le rmaité de I'hypertension artérielle, des
hépatites chroniques, de [I'hypercholestérolémies gthologies inflammatoires, des
pathologies infectieuses, du SIDA et du cancerefBah, 2006). Dés lors que la cancérologie
est concernée, les propriétés antitumoralesGduucidum asiatique ont été reliées a la
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présence de certains composés, et plus partiom@redes triterpénes de type lanostane et
des polysaccharides (Wasser, 2005).

Pour autant, a cause des problémes taxinomiquegiésai-dessus, nous ignorons tout de la

réelle identité de cette espece.

Le premier objectif de ce travail a donc consistéagsembler I'ensemble des travaux
concernant I'activité antitumorale des spécimengehreGanoderma

Puis, afin d’apporter des informations supplémeegaisur l'activité des especes non
asiatiques et pour la premiére fois sur des espa@eisopicales, le deuxieme objectif de ce
travail a été de répondre aux questions suivaritg$activité antiproliférative dus. lucidum
européen est elle similaire a celle Gu lucidumasiatique, 2) est ce que certaines espéeces
Néotropicales possedent également une telle axtid} si c'est le cas, est ce que ces
propriétés sont liées a la présence de triterpdeeype lanostane au méme titre quésle

lucidum?

Pour cela, de nombreux spécimens du g&aaoderma(sporophores), mais aussi d’autres
polypores (voir liste des récoltes) ont été résottans les Antilles francaises, puis identifiés
sur des criteres morphologiques mais aussi moléeslaCe travail sur le terrain fGt
également une opportunité pour établir un premimentaire desGanodermatacea&es
Antilles frangaises que nous exposerons par la.suit

L’activité antiproliférative des extraits obtenuspartir des especes néotropicales a été
comparée avec celle d'ud. lucidumasiatique acheté sur le marché en Chine et Gun

lucidumsensu strictécolté en Vendée (F).

Les extraits méthanoliques des especes néotropitedeplus actifs ont été étudiés par LC-
ESI-MS et LC-ESI-M& Leur profil chromatographique a été comparé axcdas 2
spécimens désignés sous le nom&ducidum. Enfin, leur composé majoritaire a été isolé
par technique chromatographique et chimique, ilénpar LC-ESI-M$, IR et RMN, puis

testé sur cellules cancéreuses humaines.
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II) Composés antitumoraux retrouves chez les polypes et

en particulier chez le genreGanoderma

Parmi les nombreux composeés issus de I'extractes gblypores, les polysaccharides, les
triterpénes de type lanostane, ainsi que certaiéi®ols, seraient a l'origine de l'activité

antitumorale dsanodermducidum

A) Les polysaccharides

Les basidiomycétes produisant un basidiome, apparteaux champignons supérieurs,

constituent une source importante de polysacchaddectivité antitumorale.

Pas moins de 651 especes provenant de 182 gerées-heu homobasidiomycétes ont été

etudiées pour leurs polysaccharides antitumorawas@at, 2002).

Les polysaccharides sont retrouvés dans le sporeples spores, le mycélium en culture, et
le milieu de culture filtré de ces champignons. Eagle générale, il y a plus de
polysaccharides en quantité et en qualité dansfilaite> du champignon que dans toutes

autres sources de culture.

1) Structure des polysaccharides
(D’apres Wasser, 2002 ; Lindequettal, 2005)
Ce sont des macromolécules, issues de la polyrtiérisée molécules de D-Glucose.

Chacune de ces molécules offre plusieurs possibilide liaisons glycosidiques. Les
polysaccharides possedent donc une grande vaéalslructurale, contrairement aux
polypeptides et aux acides nucléiques constituépertivement d’acides aminés et de

nucléotides sur lesquels 2 possibilités de liassulement sont possibles (Wasser, 2002).

lls représentent, avec la chitine, les principatescromolécules retrouvées dans la paroi
cellulaire et forment la couche interne chitinogglnique (Matthieu, 2006).
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Les polysaccharides peuvent étre de différentagemt

Les p-D-glucanes (homopolysaccharides)

Ces polysaccharides sont retrouvés majoritaireraprés extraction et possedent en
général une chaine linéaire principalefed-glucane unis entre eux par des liaispr{§—3)
et /oup (1—4) avec des ramifications dont la liaison est gefiy(1—6) (Figure 4).

- CH,OH I

O
CH, OH O
OH
OH

Figure 4 formule semi-développée d’'ynD-glucane.

Entre 1970 et 1980, trois polysaccharides antitaunor(Lentinan®, Schizophyllan® et
Krestin®), extraits respectivement Hentinula edodes, Schizophyllum commetiErametes
versicolor, sont devenus, au Japon, des spécialités phartitpesi utilisées comme
traitement adjuvant de certains cancers, notamreerdancer des voies digestives, des
poumons et du sein (Mizuno, 1999). Le Lentinan®eeSchizophyllan® sont de pufs
glucanes, tandis que le Krestin® est un polysadd&greptide ou glycoprotéine (PSK) ayant
une structure polysaccharidique de tfpglucane (Ooi & Liu, 1999).

Les hétéroglucanes (hétéropolysacchariddsy structure principale est ici composéefde
ou a-D-glucane avec des ramifications secondaires ceggde xylose, galactose, mannose,

arabinose, ribose et acide glucuronique.

Les glycanes (homopolysaccharides)
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Il s'agit de polysaccharides contenant des unités de sucressagiie le D-glucose dans leur

chaine principale. Ce sont les galactanes, fucayks)es et mannanes.

Les chaines d’hétéroglycanes (hétéropolysacchariges

Elles présentent différentes combinaisons d’'ara@nonannose, fucose, galactose, xylose,

acide glucuronique et glucase

Par ex les mannogalactanes, les xyloglucarisfrotus sajor-caju

Les glycoprotéines ou polysaccharides-peptidiques

Ce sont des chaines de polysaccharides sur lesguennent se greffer des chaines de

polypeptides ou petites protéines (Figure 5).

Glucan Chains

Core Proteins

Figure 5 :structure moléculaire d’'une glycoprotéine fongique.

2) Relation structure activité des polysaccharides

Une forte activité antitumorale dépend (Wasser2200

* de la présence d'une chaine majoritaire de tpp€l—3)-glucane avec des

ramifications dont la liaison est de typ¢1—6) ;
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 d'un poids moléculaire élevé ;

» d'une grande solubilité dans I'eau et d’'un nomiastreint de chaines ramifiées de

typep-(1—6) (ou avec une fréquence de branchement faible) ;

« d'une conformation tertiaire en triple hélice flel—3) glucanegFigure 6).

Figure 6 :Structure en triple hélice du-43)-p-D-glucopyranane (Marchessaagital,
1980).

3) Activité antitumorale au stade préclinigue et dhique des

polysaccharides

Les polysaccharidesp{D-glucanes, hétéropolysaccharides et glycoprosginsolés du
Ganoderma lucidunet d’autres polypores ont démontré une activitéuanorale sur sarcome
180 implanté au niveau du péritoine sur souris @daki & Nishijima, 1981 ; Mizunet al,
1985). Une étude multicentriqgue randomisée en doafkugle a été réalisée en Chine afin
d’évaluer l'efficacité clinique d’un traitement ase d’extrait d&sanodermducidumriche en
polysaccharides sur des patients atteints d’'uneraacanceé de la gorge. Les résultats ont
montré sur 12 semaines de traitemeatsusplacebo une diminution significative de la
progression des lésions, une amélioration de ldit§ude vie ainsi qu’une stimulation de
Fimmunité (Yihuaiet al, 2003).

4) Mécanisme d’action
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Une étude synthétique réalisée par Zhang & Lin 9198sume assez bien le mode d’action
des polysaccharides et notamment d'un polysacanaddnommé ‘GL-B’ extrait du

Ganodermducidum.

Tout d’abord, celui-ci n’'inhibe pas directement peolifération de cellules leucémiques
promyélocytaires chez 'lhomme, mais possede urieitécantitumoralein vivo sur sarcome
180.

En revanche, un milieu de culture dans lequel tintrés en contact des lymphocytes T et des

macrophages avec le GL-B, inhibe la prolifératibmduit 'apoptose des cellules HL-60.

Les milieux de culture concernés, lorsqu’ils sonélgsés, montrent par rapport au témoin
(milieu sans GL-B) une concentration plus élevéelrdir-o et Interférony, deux cytokines
secrétées respectivement par les macrophages lgtripeocytes T et qui engendrent toutes

les deux I'apoptose des cellules cancéreuses.

Il a été démontré que I¢sD-glucanes induisent une réponse immunitaire efixsat sur

certains récepteurs membranaires de cellulesmenlinité (macrophages, Natural Killer).

Ces récepteurs de type CR3 sont naturellementsiéde fixation du facteur du complément
C3b activé (iC3b) grace a un site spécifiqgue (CDlbbalisé sur le carbone terminal du
domaine | (Gaoet al, 2004). Suite a cette fixation, il s’ensuit unetiation de la
phagocytose par les macrophages et du pouvoiraxytpte des Natural Killers (NK). Ce
mécanisme de défense naturelle de premiere lignacés sur les bactéries et autres agents
pathogenes, mais insuffisant contre les cellulesotales sur lesquelles se fixent les iC3b
opsonisés. La cytotoxicité des NK, des granulocytestrophiles et des macrophages sur
cellules cancéreuses peut étre renforcée par sampee d§-D-glucan (Zaidmaret al, 2005).

De méme, il a été démontré que la strucfiHi@-glucan activait par le biais du récepteur
TLR2 (Tool-Like Receptor) le NikB, facteur nucléaire impliqué dans la transcriptoe
certains génes codant pour la synthése de cytokmeminostimulantes (Moradaét al,
2007).

En complément de ces informations, il a été déndomiie le polysaccharide GL-B induisait,
au niveau de certaines cellules de I'immunité, pi@ssion des ARNm codant pour le TNF-

et 'IFN-y (Zhang & Lin, 1999). Il a été démontré égalememe production de cytokines
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telles IFNy et TNFa par les NK stimulés par la fixation sur CR3 des$aciation iC3b
opsonisé3-D-Glucan. (Rosst al, 1999)

Le tableau ci dessous résume assez bien les mé@emnisellulaires et humoraux de
immunité sollicités par le3-D-Glucanes et impliqués dans la destruction ddkiles

cancéreuses (Figure 7) (Moradatial, 2007).
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Figure 7: mécanismes cellulaires et humoraux denunité sollicités par lg5D-Glucanes
et impliqués dans la destruction des cellules canusés (Moradakt al, 2007)

B) Les terpénes et stérols fongiques

1) Origine et synthese

Les premiers terpénes isolés ont été obtenus @& garta térébenthine d’ou leur appellation,

tandis que la racine ‘ene’ rappelle qu’il s’agitaemposeés insaturés.

La premiére étape de leur biosynthése se situeivaawn de la formation de l'isopentenyl
pyrophosphate (IPP : 7)) et du diméthylallyl pyropphate (DMAPP : 8) par condensation de

deux molécules d’acétyl CoA (Figure 8)
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Figure 8: 1 : acetoacetyl —CoA thiolas2:; (S)-3-hydroxy-3-méthyl glutanyl-CoA synthétase
(HMG CoA synthétase) 3: HMG CoA réductase 4 et 5: Mévalonate kinase 6:

mévalonate 5 pyrophosphate décarboxylase (MAD)PP isomérase (Brown, 1998).

Les terpénoides constituent un ensemble d’hydraceshcycliques ou a chaines ouvertes, de
formule brute (GyHi6)n OU N peut prendre différentes valeurs selon le btend’unité IPP

assemblée :

-1 : monoterpenes => 2 unités isopréniques (Cllledhessentielles, iridoides...)

-1,5 : sesquiterpenes => 3 unités isoprénigues (@liBes essentielles, lactones
sequiterpéniques...)

-2 : diterpenes => 4 unités isopréniques (C20)

-3 : triterpénes et stéroides => 6 unités isoprasC30 ; phytostérols, hétérosides
cardiotoniques, acides ganodériques...)

-4 : tétraterpeénes ou caroténoides => 8 unitéséasagues (C40)

En ce qui concerne la synthese des stérols airesidgs triterpénes de type lanostane, la
deuxieme étape est celle de la synthése du squalemeydé a partir des unités IPP et
DMAPP (Figure 9)
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vi L Unités isoprénes IPP et
= mf; ~OoPP - ™" Sopp DMAPP reliées ‘téte a queue’

~op Farnesyl pyrophosphate

L | j\ \~ Squaléne

e “'\\H \
al . \“ j\ ﬂ (39-2,3-oxidosqualéne
N Squaléne époxydé (SO)

Figure 9 : 8: farnesyl pyrophosphate synthétésesgualéne synthétase (SQS)Y; squalene
epoxydase (SE) Brown (1998).

Ensuite, lors de 1a®3® étape, le SO est métabolisé par I'oxidosqualéneskgrol cyclase
(OSC) en lanostérol (27) (précurseur de I'ergosteralu cholestérol) dans le régne fongique
et animal, et par I'oxidosqualéne—cycloarténol agel (OSCC) en cycloarténol (voir figure
10) (précurseur du sistostérol et du stigmastélahs le regne végétal. Le cholestérol, dans le

regne animal, est le précurseur des hormones @gésraies sels biliaires et de la vitamine D

Il a été montré que le $B-2,3-oxidosqualéne, Squaléne époxydé (SO) étaitolmposé
intermédiaire dans la synthese du-I8/droxylanostane, lui-méme étant un composé
intermédiaire dans la synthése des acides ganoéérithez 1€. lucidum(Brown, 1998). De
méme, en milieu de culture statique, une corréladéintre 'augmentation de la production
d’acides ganodériques et 'augmentation de la orgptson des génes codant pour la synthése
de la HMGCoA réductase, de la squaléne synthé&Q&) et de 'OSC a été démontrée (Xu
et al, 2009).
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La 14 a-déméthylase du cytochrome P450 (CYP51) se situareant de I'étape de la
transformation du lanostérol en ergostérol. Cattengere métabolisation est bien connue des
pharmacologues puisqu’elle a donné naissance auwédeé azolés utilisés comme
antifongiques en médecine (kétoconazole, itracdeaetr...). Cette famille chimique a la
propriété d’'inhiber cette enzyme en se fixant &toime de fer situé au centre de la structure
hémique des cytochromes fongiques de type RB4aQcours ‘mastere drug design’ 2008). Ce
sont également des inhibiteurs des cytochromes ingnf50 de type 3A4. C’est la raison
pour laquelle de nombreuses interactions existetre des dérivés azolés antifongiques et
d’autres médicaments inhibant ou étant métabolfsas les cytochromes hépatiques ou
intestinaux. C’est le cas des macrolides, desérdiriraux (inhibiteur de protéase comme le

lopinavir) ou des dérivés de I'ergot de seigle @/i006 et cours mastere drug design’ 2008)

Il existe donc une affinité croisée des dérivédé&mpour les cytochromes fongiques de type

P45Q4pm et les cytochromes humains P450 de type 3A4.

Ce méme phénomeéne pourrait intervenir pour certaitespenes de type lanostane d’origine
fongique tel 'acide ganodérique A et le ganodélial forte métabolisation de ces triterpénes,
a caractére lipophile, par les cytochromes P45@aitsa@lors responsable de la faible
biodisponibilité de ces composés administpés oschez le rat (F= 0,1) (Hattori, 2001 ;
Zhanget d, 2009).

Ergostérol et
> cholestérol
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Sitostérol et
stigmastérol

HO : 20

Ergostérol Sitostérol

Figure 10 voie de métabolisation du lanostérol et du cyctreot (Brown, 1998)

2) Différences structurales entre les triterpénes étracycliques de type

lanostane et les stérols

Les triterpénes tétracycliques et les stérols résgmtent pas de différences structurales
importantes. Ce sont des composés a 30 carbonmsdeda cyclisation du 3S-2,3-époxy-2,3-
squalene. lls présentent presque toujours une kyiditcon en C-3 du fait de I'ouverture de
I'époxyde. Les stérols peuvent étre considérés oordas triterpenes tétracycliques qui ont
perdu trois méthyles (2 en C-4 et 1 en C-14) (gglL)
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2
2
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3) Role

Figure 11 : 3 types de structure triterpéniquedcéa Bruneton, 1999)

Chez les Eucaryotes, la synthése des stérols sxttedle et permet de fournir les composés
entrant dans la composition des membranes. Pouglee végétal nous avons le sitostérol,
pour les animaux, le cholestérol et pour le regmayique, I'ergostérol. Tous les 3 sont issus
de la cyclisation du squalene epoxydé qui résuitenEme de la polymérisation de plusieurs
molécules d’isopentenyl pyrophosphate (IPP). Taigef bon nombre de métabolites

secondaires, tels les triterpenes de type lanostanissus duGanoderma lucidum,

empruntent cette voie de synthése.

Les métabolites secondaires terpéniques sont dssiirprotéger la plante ou le champignon
des différents agents agressifs extérieurs, enicpker des insectes, des bactéries et des
champignons parasites. L'essence de térébenthirexpeple, constituée de monoterpénes, a

des propriétés insecticides.

Par contre, les brassinostéroides que I'on peuidérer en partie comme appartenant a la
classe des triterpenes, agissent sur la croissa@da plante et par conséquent sont des

métabolites primaires. Il en est de méme pourbladyiéline qui est un diterpene.

Dans le régne fongique, les terpenes sont trouriésipalement sous forme triterpénique,
dans les polypores particulierement, et leur répartdans le sporophore varie selon I'espece
etudiée. Pour I€omitopsispinicola, les triterpénes sont essentiellement localiséssaitface

du basidiome et semblent étre a I'origine de lanftion du revétement, que I'on peut aussi
appeler ‘la croGte’. Tandis que pour@anodermaapplanatum les triterpénes sont retrouvés
de facon homogéne dans le ‘fruit’ du champignooompris dans les spores. En revanche, la
crolte de ce Ganoderme est essentiellement commteséierivés de I'ergostérol parmi
lesquels nous pouvons citer I'ergosta-7,22-diem@&{Rosecke & Konig, 2000). Leur rble de
protection serait donc double. D’'une part, certatriterpenes, grace a leur pouvoir
antibiotique, protégent le carpophore d’'une évdlgusontamination bactérienne (Ofodile,
2005) ; dautre part, en formant la crolte corigteFomitopsispinicola, les triterpenes

constitueraient un rempart contre d’autres prédatelycophages (insectes, animaux).
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3) Les triterpénes de type lanostane du gen@anodermaet en particulier

du G. lucidumasiatiqueen tant que métabolites secondaires.

(D’'aprés Kim & Kim, 1999 ; Liuet al, 2007)

Les premiers triterpenes isolés a partir Gu.lucidum’sont les acides ganodériques A et B.
lls proviennent de I'extraction alcoolique de laie du sporophore (Huie & Di, 2004). Les
autres pour la plupart proviennent du sporophorgerndes spores ou du mycélium en
culture. Ce sont des composés qui conferent aupapl des ganodermes leur amertume.
Parmi eux, les acides ganodériques A et lucidéside sont les plus amers. Kim & Kim
(1999) ont recensé 119 triterpénoides de type fanesssus d@anodermaucidum selon

des procédés d’extraction relativement homogéenes.alteurs les ont ensuite classés.

a) Extraction et purification

Dans la plupart des cas, les triterpenes sont iexttu chapeau a l'aide de solvants
organiques. Les extraits secs méthanoliques, mangbe, sont mis en suspension dans I'eau
puis repris par différents solvants de polaritdssante (Kohdat al, 1985 ; Sméaniat al,
1999). L’autre méthode consiste a isoler les pgees acides par une séparation liquide-
liquide entre une solution aqueuse saturée en Nal#Cl@ solution chloroformique contenant
I'extrait. La phase aqueuse est ensuite réacidifipel = 3 ou 4, puis mise en contact avec du
CHCI; (Hui & Di, 2004). Les fractions obtenues selon gethodes sont ensuite purifiées soit
sur colonne chromatographique par un gel de silisejt sur chromatographie en couche
épaisse (CCE) ou alors en CLHP (HPLC) préparativeemi-préparative phase inverse (RP)
(Huie et al,2004)

b) Classification des triterpenes de type lanostanextraits de G. lucidum (d’apres Kim &
Kim, 1999) (Figure 12)

Les triterpénes de type lanostaheGanodermducidum peuvent étre séparés en 10 groupes
selon le nombre de carbone qui constitue leur stpeef{tous en possédent 30 sauf le groupe

IV et V), la position des doubles liaisons et ldagré d’oxydation.
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Les triterpenes du groupe Ipossedent 30 atomes de carbone et une doublenliargre le
cycle B et C fgg). La structure de base de type lanostane esnferteoxydée (nombreuses
fonctions carbonyles, carboxyles et alcools). Lesmosés appartenant a ce groupe sont les
acides ganodériques (GA) A, B, D, E, F, G, H, IKJL, M et O. Les acides ganolucidiques
A, B, C, D et E, appartenant a ce groupe, se digént par I'absence de fonction OH ou
carbonyle en R tandis que l'acide ganosporerigue A se caraetépar des fonction
carbonyles sur les 4 premiers radicaux. Tous seimhits du sporophore a I'exception du
dernier, provenant de I'extraction des sporesthdie Les acides ganodériques |, L, N et O se
singularisent par une hydroxylation sur le C-2(ydia que l'acide ganolucidique C est

hydroxylé sur le C-29.
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Figure 12 : les différents types de structure desrpenes-lanostanes retrouvés chez.le

lucidumasiatique (Kim & Kim, 1999)

Les triterpénes du groupe Il possedent 30 atomes de carbones et 2 doublesnkaiane
située entre le cycle B et @) et 'autre aA,4.25sur la chaine latérale carboxylée et fixée
sur le C-17. Les composés, appartenant a ce gr@ddla, GA Mb, GA Mc, GA Md, GA
Mg, GA Mh, GA Mi, GA Mj, une ou plusieurs fois agéis au niveau de certaines fonctions
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OH, ainsi que GA U, GA V, GA W et GA Z ont été eits a partir de culture de mycélium.
Les composés Ganoderal B et Aldéhyde ganodériqupiipossedent une fonction aldéhyde

a I'extrémité de leur chaine latérale, ont étéagtgra partir du carpophore.

Les triterpénes du groupe Il possédent également 30 carbones, 3 doubles kaf{8osur le

cycle B et C, 1 d\,429. Certains proviennent de la culture de mycéliomme c’est le cas
pour GA Me, Mf, Mk, P, Q, R, S, T, X, Y.... tandigue les ganodermenonol et
ganodermadiol, appelés selon la nouvelle nomenelaganodérols A et B, qui se

caractérisent par une fonction alcool sur C-26t ssus du sporophore.

Les triterpenes du groupe IVpossedent 27 atomes de Carbone et se différemtiegtoupe
| essentiellement par une chaine latérale en Celdomportant que 5 carbones. On retrouve

dans ce groupe les acides lucidéniques A, B, C etc...

Les triterpenes du groupe Vsont appelés Lucidone A, B et C et ne possedengatomes

de C et une fonction carbonyle en C-17

Les triterpénes du groupe VlIpossédent 30 atomes de Carbone et une doublenliajs.,,
qui les différencient du groupe |. Les composés cde groupe sont appelés acides

ganodéréniques (Gn)

Les triterpenes du groupe VII, VIl et IX possedent 30 atomes de C, une ou plusieurs
doubles liaisons aux niveaux des cycles, une dolidikon supplémentairé,,.os pour le
groupe VIII ainsi que plusieurs fonctions alcoglarfois méthylé, ex : Ganodériol G et I) sur
'extrémité de leur chaine latérale. lls sont appebanoderiols pour le groupe VIl et VIl et

ganodermanondiol et ganodermanontriol pour le gedp

Les triterpenes du groupe Xont la particularité d’étre époxydés sur leur ckdatérale et de

posséder une fonction hydroxyle sur le C-26.
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c) Classification des acides triterpéniques en padulier des acides ganodériques extraits

du Ganodermaucidum asiatique par LC-ESI-MS? d’aprés Yanget al. (2007).
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No. Compound name Type R, R, R; Rs Double MW
bond
1 12-hydroxyganoderic acid C, A f-OH p-OH oOH OH - 534
2 Ganoderic acid C; A B-OH B-OH oOH H - 518
3 Ganolucidic acid B A B-OH H «OH H - 502
4 Lucidenic acid N B f-OH B-OH =0 H - 460
5 Ganoderic acid Cq A $-OH = =0 B-OH - 530
6 3?7-hydroxy-4,4,14-trimethyl-7,11,15-trioxochol- B $-OH =0 =0 H - 458
8-en-24-oic acid
7 Ganoderic acid G A f-OH p-OH =0 $-OH = 532
8 Ganoderenic acid B A $-OH B-OH = H Az 514
9 Ganoderic acid B A f-OH B-OH =0 H - 516
10 Lucidenic acid E B B-OH = =0 f-OAc - 516
11 Ganoderic acid AM, A B-OH = =0 H - Si4
12 Qanoderenic acid K A f-OH pB-OH =0 B-OAc Agg22 572
13 Ganoderic acid K A $-OH p-OH =0 f-OAc = 574
14 7,15-dihydroxy-4,4,14-trimethyl-3,11-dioxochol- B = OH OH H - 460
8-en-24-oic acid
15 Elfvingic acid A A =0 = B-OH o-OH Aspn 528
16 Ganoderic acid A A =0 B-OH o-OH H - 516
17 Ganoderic acid H A B-OH = = B-OAc — 572
18 12,15-bis(acetyloxy)-3-hydroxy-7,11,23-trioxo- A OH = OAc OAc - 616
lanost-8-en-26-oic acid
19 Ganolucidic acid A A =0 H oOH H - 500
20 12-hydroxy-3,7,11,15,23-pentaoxo-lanost-8-en- A =0 = = OH - 528
26-oic acid
21 Lucidenic acid A B 458
22 12-hydroxyganoderic acid D A 530
28 Ganoderenic acid D A 512
24 Lucidenic acid F B 456
25 Ganoderic acid D A 514
26 Lucidenic acid D B 514
27 Ganoderic acid F A 512
28 12-acetoxyganoderic acid D A 572
29 3-acetylganoderic acid H A 614
30 Ganolucidic acid D C 500
31 12-acetoxyganoderic acid F A 570
32 Ganoderic acid J A 514

Figure 13: différentes structures chimiques des triterpensagsisiu G. lucidum asiatique.
Type de fragmentation obtenu en LC-MSelon les principales structures des composés
(Yanget al, 2007)
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Selon Hui & Di (2004), les acides ganodériques ard setrouvés que chez le Lingzhi qu'ils

apparentent auG.lucidum. En LC-ESI-MS, les acides ganodériques (figure 13: A)
majoritairement retrouvés dans les extraits méthgum ou chloroformique de cette espéece
(Yang et al, 2007 ; Chenet al, 2008), les acides lucidéniques (figure 13: B) et
ganolucidiques (figure 13: C), peuvent étre claseg 5 catégories selon leur type de
fragmentation. Cette méthode préconisée par Yara). (2007) permet, grace a I'étude des
ions généres, non seulement de reconnaitre plud0deiterpenes référencés, mais aussi

I'identification de triterpenes inconnus.

En effet, tous les triterpenes acidesGluucidumen ESI-MS mode négatif donnent les ions
[M-H] " et [2M-H], mais seuls les composés de troisieme et de gotrcatégories (acétylés
sur C-12) donnent l'ion [M-H-pD] de maniére intense sur le spectre de masse. €elui-

diminue en cas de double liaison situéeé\gjy,,, caractéristique des acides ganodéréniques.

Ce premier type de fragmentation révéle donc igieson importance puisqu’il permet déja
de différencier les composés de catégorie Il (GAGB D, GA G, GA K et GnB) et IV (GA
H, GA F, GA K...) des autres groupes.

Toutefois, en ESI-MS la clef permettant d’identifier ces composésdésians le mode de

fragmentation des cycles du noyau lanostane (Fig8re

Pour le groupe I, contenant les composés hydroxgté<-7 et C-15, nous obtenons les
fragmentsb, b-1, b-2 et b-16issus de la fragmentation du cycle D. Sur le spet® masse,
cela se traduit par I'apparition d’un triplet cagatstique de ce groupe. Par exemple I'acide
GA A donne 299, 300, 30%/z.

Si la fonction alcool en C-15 est oxydée en fonctmarbonyle, comme c’est le cas des
composeés de catégorie Il nous obtenons une pré&pance de fragmeat issu du clivage du
cycle C. Si, pour ce groupe, le C-12 situé sureyelest hydroxylé, nous obtenons la masse
a+16 (16 Da correspondant a la masse de O). Par exgropleGA B nous obtenons poar

la masse @/z249 et pour GA G (correspondant a GA B hydroxyléCel?2) la massa am/z
265.

Les composés de catégorie Il possedent 2 fonctiartsonyle en C-7 et C-15. lls ont pour
caractéristique de donner majoritairement [M-bOH ainsi que [M-H-HO-CGO,] . Par contre,

les cycles C et D se fragmentent difficilementetionnent que le fragmeat2 Ce qui est le
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cas pour GA AM pour lequel nous obtenons un faible signal éga®m/zen plus des ions
[M-H-H,0] am/z495 et [M-H-HO-CO,] am/z451.

En ce qui concerne les composés de catégorie IKaciEaisés comme ci-dessus par 2
fonctions carbonyle, les caractéristiques chandarfait que I'acétylation de la fonction OH
situé en C-12, entraine la formation du fragmenisé® [M-H-H,O-COJ correspondant a une
perte de masse de 42 Da. Ainsi GA H, composé deigumee catégorie et de masse molaire
572 g.mof', génére I'ion [M-H-HO] & m/z553, I'ion [M-H-H,O-COJ & m/z511 ainsi que
l'ion [M-H-H ,0-CO-CQ] am/#67. Ce dernier, par MS-ESI-MSdonne 2 fragments b+2-
H,O et b+2-H-CH am/zrespectifs 301 et 303.

Enfin, les composés de classe V correspondant @desalucidéniques, similaires aux acides
ganodériques, exceptée la chaine latérale en €eligconnaissent surtout par la perte d’'une
molécule d’acide acétique, soit une perte de mé@8dea, qui entraine la formation d’un ion

prédominant sur le spectre correspondant a [M-HEIDOH]J.

d) Activités antiprolifératives des triterpénes detype lanostane du genrégGanoderma(G.

lucidum)

Parmi les nombreuses activités biologiques de déxpenes on retrouve une activité
antitumorale, hypotensive, hépatoprotectrice, agtlante, hypolipémiante, anti-

inflammatoire, anti-infectieuse etc. (Paterson, @0Mans ce travail, nous nous sommes
intéressés plus particulierement a [l'activité ambiorale des triterpenes des

Ganodermataceae.

d-1) Cytotoxicité directe G. lucidum)

- Les acides ganodériques W, X, Y, V et Z a 100 pM,un net pouvoir cytotoxique sur des
cellules cancéreuses d'origine hépatique (celldleépatome HTC) cultivés in vitro (Tot
al., 1983).

- Parmi plusieurs triterpenes de type lanostangalldehydes A, B et C, ganodermanondiol,

ganodermanontriol, acides ganodériques A et C1i¢d@s vitro sur cellules cancéreuses de
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type Sarcome 180, sur sarcome murin Meth-A et sacer pulmonaire de Lewis LLC, le
lucialdéhyde C et le Ganodermanondiol (figure 14¥spntent la plus forte activité
antiproliférative avec respectivement dego@0,7 et 14 pg.ifi sur LLC ; 7,1 et 11 pg.nil
sur S 180 ; 3,8 et 9,2 ug.fsur Meth-A (Gao J-ét al, 2002).

CHO

Figure 14 Lucialdéhydes C (a gauche) et le Ganodermanondiditdite)

- L'acide ganodérique E ainsi que les acides lutglées N et A présentent une activité
antiproliférative significative et assez puissastg cellules de type HepG2, HepG2,2,15
provenant d’hépatocarcinome humain (leso@spectives sont de 1,44 x1:02,06 x 10¢* et
1,64 x 10* uM pour HepG2, 1,05 x 11 1,66 x 10 et 2,04 x 1d pM pour HepG2,2,15) (Wu
et al, 2001 et Zjawiony, 2004).

Toutefois, les tests MTT effectués par I'équipeGitev-Chin Yen au département de ‘Food
Science and biotechnology’ (Taiwan) (Hsual, 2008) contredisent cette forte activité sur
HepG2 puisqu’une G4 non significative comprise entre 100 et 200 uMéaabtenue pour les
acides lucidéniques A et N. En revanche, les adud@sgéniques A, B, C, N ont présenté
respectivement une glde 61 ; 19,3 ; 45 ; 64,5 uM sur HL60 (figure 15).
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Lucidenic acid A R,=0, Ry=-OH, R3=H
Lucidenic acid Bx Ri=0, Ry=R3=p-OH
Lucidenic acid C R=R,=R;=B-OH
Lucidenic acid N Ri=R;=-0OH, R3=H

Figure 15 : structure des acides lucidéniques AC B\ (Wenget al, 2007)

- A partir de I'extraction de spores @e lucidum plusieurs acides ganodériques, ¢, {, 0,1

et 6 appartenant au groupe Il (Kim & Kim, 1999) ont &sélés (Minet al, 2000). Leurs
principales caractéristiques chimiques résidents ddmydroxylation du C-23 et dans la
possession d’'une double liaison située/sur,s Pour le reste, RR,, Ry correspondent a (—
OH) ou ( =0), R a ( =0) et la chaine latérale posséde a son ex&éume fonction
carboxyligue comme les acides ganodériques du groim &Kim, 1999). Leur activité
antiproliférative a été testée sur Meth-A issussdecome murin et LLC issus de cancer
pulmonaire de Lewis puis comparées avec d’'autneesaganodériques ou Ganodérols. Sur la
lignée cellulaire Meth A, GA G, Ganodériol F, Garananondiol, ganodermanontriol,
lucidumol A et B ont montré une cytotoxicité dest 10pg.mt, tandis que les acides
ganodériques (GA A, GA B, GA C1, GA G, GA C6, acgenolucidique A ainsi que les
acides ganodériques 9, ¢, ¢, 0,n et0) n'ont pas montré d’activité significative. Partas
Ganodérols, le Ganodermanondiol posséde I'actiaifdus forte avec une gl= 3,4 pg.mif.

Sur lignée cellulaire LLC, le Ganodériol F, le Gdammanontriol et le lucidumol A ont
montré respectivement unesgkignificative de 2,3 : 6 et 9,6 pg.hlTandis que I'acide
ganodérique C1, l'acide ganolucidiqgue A et l'acgknodériqueéd ont montré une activité
modérée de valeur respective: 17, 15,5 et 15,2nlitg Ces résultats, selon Hattori,
réveleraient une activité antiproliférative pluspiontante des triterpénes hydroxylés sur leur

chaine latérale par rapport aux acides ganodérigiagsori, 2001).
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Figure 16 : 1, GA A ; 2, GA F; 3, ganodermanontrid, ganoderiol A ; 5, ganoderiol F (Liu
et al., 2009

d-2) Cytotoxicité directe pour les autres especesidyenre Ganoderma

- A partir d’'un extrait éthanolique d&. concinnumle Su-lanosta-7,9 (11), 24-triene-426-
dihydroxy-3-one (figure 17) a montré une inhibitida prolifération égale a 15,7 + 4,6 uM
sur cellules leucémiques de type HL-60 ( Gonzéted, 2002)

Figure 17 : structure dw8anosta-7,9 (11), 24-triene-426-dihydroxy-3-one

- Du G. tsugaeplusieurs triterpenes de type lanostane ayantatieité antiproliférative ont
été extraits. L’acide tsugarique A et I'acidg-Bydroxy-5o-lanosta-8,24-diéne-21-oique ont
montré une activité significative sur cellules canetises avec respectivement ung G¢ 3,1

et 4,4 pg.mf sur T-24 ; 3,5 et 6,2 pg.thipour le deuxiéme composé sur HT 3 et CaSKi.
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Tandis que le tsugarioside A (figure 18) posséde @l de 1,73 pg.nt sur T-24 (Stet al,
2000)

i o

Ry

Figure 18: structure du tsugarioside A, R&GAc ; R2 =B-D-glucosyl ; acide tsugarique
A :R1=00Ac; R2 = H; acide B-hydroxy-5-lanosta-8,24-diene-21-oique : RPOac ;
R2 =H (Suet al, 2000)

- Du G. applanatum (Yoshikawaet al, 2002), leméthyl elfvingate H (figure 19) a montré
une nette cytotoxicité sur les cellules Kato IIC®0 = 1.1 pg/mL) et ECA (IC50 = 1.1

pag/mL).

Figure 19 : structure du méthyl elfvingate H, R ® M

d-3) Mécanisme d’action ou action ciblée des lan@stoides principalement extrait duG.

lucidum asiatique. Discussion sur leur Relation Structure Ativité
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- Ganoderma lucidum : inhibition de la protéine Faesyl Transférase (FPT)

Les protéines Ras sont impliquées dans la réguolatie la division cellulaire, la
différenciation, I'organisation du cytosquelettelettrafic membranaire. Elles interviennent
dans la cascade SOS-Ras-Raf-MAPK. Pour de nomlweusmeurs, des mutations
oncogéniques de la protéine Ras, responsable gmoliéération cellulaire incontrdlée sont
mises en évidence. En effet, environ 30% des caqreduisent des protéines Ras mutées qui
restent bloguées dans un état activé. Ces protéoesent étre fixées a la membrane
plasmatique pour étre actives. Pour cela, ellesssebt des modifications chimiques post-
traductionnelles, dont une farnésylation sur uidtédge cystéine par une farnésyltransférase
(FPTase) qui reconnait le motif CAAX porté par temité C-terminale de Ras. Les
inhibiteurs de la FPTase permettent de conservpraiine Ras dans sa forme immature et
donc biologiquement inactive. L’extrait @anoderma lucidunmhibe la FTPase (IC50 = 100
KM) en concurrence avec le substrat FPP (farneggpposphate) (Lee, 1998). Le méthyl
ester de I'acide ganodérique A (figure 20) estfactine concentration de 38 uM (Letkal,
1998).

Figure 20 ‘Acide ganodérique A (Zaidmaet al, 2005).

-Ganoderma lucidum : Inhibition du facteur de tramsiption NF-xB (Slivaet al, 2002 ;
Jianget al., 2008)

Le NF«B est un facteur de transcription de gene impliqué

- dans les mécanismes du cycle cellulaire en faanti 'expression de Cdk4 et par

conséquent : la formation du complexe Cycline [THK4 ;

- dans le processus inflammatoire lié & la croissganmorale en favorisant I'expression de

cyclooxygénase-2 ;
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- dans la néo-vascularisation des tissus tumoraufaeorisant I'expression de facteur de

croissance du tissu endothélial vasculaire ;

- mais aussi dans le processus de protéolyse dwatdce extracellulaire en favorisant

I'expression de l'urokinase-type plasminogen at¢tivéuPA).

Ces deux derniers phénomenes participent au cezdnt@asif des cellules tumorales et donc
a la dissémination métastatique qui est un facteunauvais pronostics. Slied al (2002) a,
tout d’abord, montré que les extraits @ lucidum enrichis en triterpenes inhibaient la
croissance de cellules mammaires humaines caneéretsnétastatiques de type MDA-MB-
231. L'effet antiprolifératif a été obtenu par téammeédiaire de I'inhibition de I'activation du
facteur NFxB et en conséquence par la diminution de I'expoessie Cdk4. Ce qui s’est
traduit par I'arrét du cycle cellulaire au stadg& (Jianget al, 2008). Il a été démontré
ensuite que GA A et GA H était a I'origine de cettiibition de la méme maniére qu’il a été
démontré que l'acide ganodérique T induisait I'adhé cycle cellulaire (Tangt al, 2006) au
stade @/G; sur cellules pulmonaires humaines cancéreusesétstatiques. De plus, ces
acides ganodériques, en inhibant lactivation de-xBFet d’AP-1 (autre facteur de
transcription impliqué dans I'apparition de tuméuishibent I'expression d’'uPA réduisant
ainsi le risque de survenue de meétastases dansineerc du sein. Par contre, l'acide
ganodérique GA F qui se différencie de GA A et GAMdir figure 21) par I'absence de
groupement hydroxyle, n’a pas montré de pouvoinhdbition. L’auteur conclut donc que
plus les acides ganodériques sont hydroxylés,ifgdumt la capacité d’inhiber I'activation de
NF-«xB (Jianget al, 2006).

R1

| Nomducomposé] Ri1| R2| R3] R4 R5 R6
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acide ganodérique =0 | B-OH | o-OH H H | =0
A

acide ganodérique |F = = =Q B-OAc H | =

acide ganodérique p-OH | =0 =0 | B-OAc H | =
H

Figure 21 : structure de I'acide ganodérique At He

De la méme maniere, il a été montré que l'acidedrique B inhibait I'activation des

facteurs de transcription NEB et AP-1 par
- I'inhibition de la phosphorylation de ERK1/2,
- I'inhibition de I'activité du facteurdk,

- ou par le biais de 'augmentation de I'expressierkBoa.

Ces 3 mécanismes transductionnelgroviennent de I'activation de la protéine kin&se
elle-méme activée par le facteur MAP (phorbol-12istgte-13-acétate). Elles ont pour
conséquences linduction de transcription du gérmlant pour I'enzyme MMP-9

(métalloprotéases matricielles).

En ce qui concerne le facteur MB, celui-ci est maintenu dans la cellule sous wrené

inactivée par une protéine inhibitrice : ¥Bo.

L’activation de ce facteur de trancription nécesgitonc I'élimination de cette protéine par
un phénomeéne de phosphorylation réalisée par desesékinases appelésd (figure 22)

elles mémes activé par la PKC.
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Les métalloprotéases matricielles de type MMP-@élatinase-B agissent par la dégradation
des protéines des membranes basales. La membraalke la@nsi que le stroma interstitiel
constitue la matrice extracellulaire dont le rédé de diviser les comportements tissulaires. La
dégradation de celle-ci, déclenchée par I'expressio géne codant pour MMP-9, est en
partie responsable du caractére invasif des csllulmorales, notamment celles qui ont été
utilisées dans cette article: les HepG2 (Westgal, 2008 ; Riviéere, 2006). L’'acide
lucidénique B en inhibant les facteurs de transiompNF«B et AP-1, inhiberait ainsi
'expression de MMP-9 ce qui réduirait le caractgreasif des cellules tumorales de type
HepG2.

Cell Invasion

ECM PMA
cvinsol
IKK7 e [PKC] [PI3K
eé :
i =) MMP-9
| MEK 122 || Akt | ¢

nucleus

Wi =

MMIP-9 gene

Figure 22: mécanisme transductionnel, activé par le factel@AMt inhibé par I'acide

lucidénique B, responsable du caractére invasitdisles HepG (Wenget al.,2008)
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Ganoderma lucidum : Inhibition enzymatique gréductase)

A partir duG. lucidum plusieurs triterpenes ont été testés pour letivigcinhibitrice sur la
5a-réductase. Cette enzyme intervient dans la tramsfiton de la testostérone em-5
dihydrotestostérone, molécule indispensable dankgveloppement des organes geénitaux, la
pilosité et la croissance des tissus prostatiqliesitefois, elle est responsable, en cas
d’augmentation anormale des concentrations, d’lisgqenie ou de cancer de la prostate.
Ainsi, le Finastéride, puissant inhibiteur de tarBductase, est une molécule tres utilisée dans

le traitement de I'hypertrophie bénigne de la patest

En ce qui concerne les triterpénes possédant umopoinhibiteur sur cette enzyme, on
retrouve les acides ganodériques et les ganoddpalsni les ganodérols, les composeés
possédant une double liaisapy..5 comme le ganodériol F ou le-fanosta-7,9(11),24-triene-
150,26-dihydroxy-3-one, sont plus actifs que les auttemposés testés. Ensuite, parmi les
composés ayant une double liaishn 5 ceux ayant une fonction carboxyligue en bout de
chaine (fixée sur C-17) comme GA DM et GA T (fig@®) sont plus actifs que celles ayant
une fonction hydroxyle (Ganodérols). Le potentmdibiteur de ces 2 acides s’accroit lorsque
le pH augmente, ce qui indique que les triterp&®itides agissent préférentiellement sous

forme anionique.

Deux théories, établies sur la relation structwteréé des acides ganodériques,

expliqueraient I'inhibition de lad&réductase.

La premiere considére que la présence d’'une ddids®n Ay4.05 Située ena et f de la
fonction carboxylique a I'extrémité de la chaingtale mimerait la partie comprise entre C-3

et C-5 du cycle A de la testostérone.

La deuxieme analogie structurale proviendrait dealdonylation des triterpénes en C-3 qui
est aussi caractéristiqgue de la testostéroneét anontré en effet qu’une fonction carbonyle
en C-3, comme c’est la cas pour GA DM, GA T et deldnosta-7,9(11),24-triene-a26-
dihydroxy-3-one, augmentait I'activité inhibitrigkes triterpenes. Les acides ganodériques T
et DM, possédant les 2 conditions, constituerai@nsi des ligands compétitifs de la

testostérone et inhiberaient sa transformationlgpar-réductase, en DHT.
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Ces théories restent encore maintenant au stadsugpssitions car le mécanisme n’est pas
encore réellement connu. Lessgzle GA DM, GA T et b-lanosta-7,9(11),24-triene-426-
dihydroxy-3-one sur ladgréductase sont respectivement de 10,6 ; 8,6 ,6t| 4, celui du
finastéride est de 0,73uM (Let al.,2006)

ganoderic acid TR (1) ganoderic acid DM (2)
methyl ester of 1 (14) methyl ester of 2 (15)

Ry

constituent R, R, R, R,
H
ganoderic acid A (3) 0 / H H
l,,//
OH OH
ganoderic acid B (4) gy (6] H H
OH H
ganoderic acid C2 (5) / / H H
l””H l,///OH
ganoderic acid D (6) (6] O H H
OH
ganoderic acid I (7) ” 0 H OH
“ngy

R, R, R; Ry Rs R¢
Sa-lanosta- 7,9(11),24- triene-1 50,26~ dihydroxy-3-one (8) o] OH qrves CH, OH CH;
OH )
ganoderol B (9) Tnryy H A @5} CH, OH CH,
OH
ganodermatriol (10) ‘/"ll H s CH,OH CH, OH
H
ganodermanontriol (11) O H OH OH CH, OH CH,
OH
ganoderiol A (12) Cotryy H OH OH CH, OH CH;
ganoderiol F (13) [o] H s CH,OH CH,OH

Figure 23 : structure moléculaire de plusieurgtpénes impliqués dans I'inhibition de l& 5
réductase (Liwet al.,2006)

D’autres études ont été effectuées sur I'acide @A DBelles-ci ont montré que ce composé,
ainsi que le ganodérol B se liait aux récepteutsa@yeniques du DHT (Liet al, 2007 ; Liu
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et al, 2009a). Son mode d’action serait donc lié aattivation des récepteurs androgéniques
et donc a la diminution de la transcription des egeimpliqués dans la multiplication
cellulaire par exemple. En ce qui concerne le pousatiprolifératif de GA DM, celui-ci est
actif entre 10 et 50 uM sur cellules de type LNC@ellules humaines prostatiques
cancéreuses androgeno-dépendant) ainsi que sulesetle type PC-3 (cellules cancéreuses
prostatiques humaines issues de métastases osgaosaandrogéno-dépendant) (Led al,
2009). Enfin, GA DM a montré une inhibition sur thfférenciation et la fusion des
précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes regpessle la lyse osseuse rencontrée dans le
cancer de la prostate métastasée. Cette inhilpagse par I'inactivation de NFATc1 qui est
un facteur de transcription de génes impliqués tidgférenciation cellulaire. Ce facteur est

lui-méme activé par le NkB déja mentionné ci-dessus (Miyametoal, 2008)

- Ganoderma amboinense: inhibition de '’ADN topois@rase et polymérase

Les ADN polymérases et topoisomérases sont impiguéspectivement dans les processus
de réplication et de réparation de I'ADN de la well (Li et al, 2005). L'inhibition de

I'activité de ces enzymes induit I'apoptose detutes.

L’'acide ganodérique X (figure 24) inhibe I'’ADN toigomérase | (Gh= 55 pg/mL) et
I’ADN topoisomérase Il (Gb= 25 pg/mL).

N

o

Figure 24: acide ganodérique X (let al, 2005)

e) Utilité des triterpenes de type lanostane et guarticulier des acides ganodériques en

taxinomie desGanodermataceaeprofil chromatographique.

Les techniques chromatographiques sont considémrame une méthode tres utile pour le

contr6le des plantes et champignons médicinauxesEflermettent, en effet, d’'une part
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d’évaluer la teneur en principe(s) actif(s) lorsga#e-ci est connue ainsi que ses produits de
dégradation, et d’autres parts, de caractérisenignement une espece. C’est la raison pour
laquelle, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMf)si que la Chinese State Food and
Drug Administration (SFDA) ont accepté et reconaunkcessité d'utiliser des techniques
chromatographiques (CLHP, LC-MS, CCM...) pour le colat de la qualité ainsi que pour
I'identification des especes médicinales (Cheal, 2008).

La premiére de ces techniques est celle de la atographie sur couche mine (CCM). Elle
est préconisée dans la pharmacopée chinoise (Ptapée chinoise, 2000) pour la
reconnaissance d@Ganodermalucidum asiatique et duGanodermasinense,tous deux
assimilés au Lingzhi. Il est mentionné que leuomer@issance s’effectue par la comparaison
de leur profil de migration, en particulier des esmle migration fluorescentes a 365 nm, avec
ceux de substances témoins (non décrites danstie).tde méme, la reconnaissance des
spécimens asiatiques apparentéGamodermalucidum peut étre réalisée par CCM apres
vaporisation de 80O, 10 %. Deux spots rouges correspondant a GA B et0Gpermettent

de les distinguer des autres especes de champi@doindaet al, 1985).

En ce qui concerne la chromatographie liquide $@uge pression en phase inverse (CLHP-
RP), cette technique a permis de révéler, au nidealacides ganodériques et des ganodérols,
que des souches d& lucidumd’origines différentes (Chine, Japon et Coréegsentaient
des différences significatives sur le plan quafitat quantitatif. Parmi les Ganodérols, le
Ganodériol A fut le composé majoritaire des spéosnehinois, alors que pour les autres
spécimens (Coréen, cultivés au Vietnam), ce compiséas été retrouvé. De méme, le
Ganodériol F, non retrouvé sur le spécimen chirfatsyn constituant majeur des spécimens
japonais mais mineur pour les spécimens coréens.rdvanche, parmi les acides
ganodériques, tous les spécimens ont présentéd’aanodérique A en tant que composé
majeur. De plus, une méme souche cultivée sur desumndifférents a présenté des rapports
similaires en acides ganodériques / ganodérolsinEiif a été constaté qu’a partir de
'extraction de spores d&anodermalucidum, la quantité de triterpénes de type lanostane
extraite était 5 a 20 fois supérieure aux quantit@enues par I'extraction des carpophores
(Hattori, 2001 ; Gaet al, 2004 ).

Une autre étude a comparé les chromatogrammes UMudéeursG. lucidumasiatiques
provenant de 5 régions chinoises. Tous ont préséftépics d’absorption identiques,

correspondant aux mémes acides ganodériques etéame mmomposé majoritaire : I'acide
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ganodérique H (correspondant au pic 11 sur ledlprdiromatographiques de la figure 25)
(Chenet al, 2008).
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Figure 25 : profil chromatographique en HPLC egdianme de plusieurs spécimens désignés
sous le nom de Gucidumissues de 3 régions de Chine : (A) 5 spécimensudagshan ; (B)

4 spécimens de Jiaxiang ; (C) 5 spécimens de JifZhanet al, 2008)

Ainsi, méme si les différentes souches @e lucidum asiatique présentent des variations
guantitatives et parfois qualitatives au niveau &eurs triterpénes, leur profil
chromatographique (notamment en ce qui concernsp@simens chinois dont les composés

majoritaires sont les acides ganodériques) resttativement similaires.
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Par contre, ceux-ci varient beaucoup plus entredpeces. En effet, 'THPLC-RP a permis de
classer 64 spécimens de Ganodermes asiatiques ergrdiges selon leur profil
chromatographique basé sur l'analyse des tritegpé@e résultat a été identique a celui
obtenu par les observations macroscopiques, ¢¢$¢es d’inter-fertilité. De méme, la CLHP-
RP a permis de différencieGanodermalucidum’ et ‘G. tsugaé récoltés sur 3 régions
différentes de Chine (Sat al, 2001). Nishitoba a également montré queGkEnoderma
lucidumasiatique pouvait étre classé en 2 groupes €emigr synthétisant principalement des

acides ganodériques, le deuxieme des acides lugiggn(Nishitobaet al, 1986).

De méme, des variations qualitatives et quantiatide 6 acides ganodériques, (B, AM;,

K, H et D) sur plusieurs spécimens provenant depgeees différentess( amboinense, G.
lucidum, G. sessile, G. atrum, G. tropicum, G. sgg dont certaines sont réputées
meédicinales, ont été déemontré par HPLC-BBlon Wanget al, (2006)G. tropicumest du
point de vue qualitatif, 'espéce la plus procheGlducidumavec 6 acides ganodériques en
commun, tandis qué&. amboinenseG. atrum G. sessileet G. sinenseprésentent de

nombreuses différences, tant au niveau quantia&fqualitatif.

D’autres études ont montré qGe sinensetait I'espece qui différait le plus puisque, sbr 1
acides ganodériques issus@elucidum seul GA G est retrouvé (Liet al.,2009b ; Zhaaet
al., 2006) .

Cette étude montre 2 choses: 1) que les acidexdgagues ne sont pas spécifiquesGlu
lucidumasiatique et 2) gu’ils constituent, au méme tjue les autres triterpenes, un moyen

taxinomique supplémentaire pour la différentiatil@s ganodermes.

Ainsi, la détermination des triterpénes de typeosamne, en particulier des acides
ganodériques, par CLHP-RP est non seulement un md'gwaluer la qualité des extraits,

mais aussi un outil taxinomique supplémentaire peugtassification des Ganodermes.

Ainsi, de la méme facon que les styrylpyrones c¢turesit des marqueurs chimiotaxinomiques
pour les Hymenochetaceae (Fiasson & Niemela, 19Bdjhalyse par CLHP-RP des
triterpenes de type lanostane, en particulier leglea ganodériques, permettrait de

différencier le<Ganodermataceaentre eux.
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4) Activité antiproliférative des stérols retrouvéschez leG. lucidum et G.

sinense

G. sinensetgalement, utilisé en médecine traditionnelle, pdspeu d’'acides ganodériques.
Pourtant, il présente au méme titre @alelucidumune activité antiproliférative sur 4 lignées
cellulaires différentes (Liu YVét al, 2009b) Or, sur les profils chromatographiques des deux
extraits, un méme composé a été révélé : I'erguist€e composé, présent dans la plupart des
champignons, est un élément structural de la paethilaire fongique. Ce composé existe
également sous formes dérivées pour lequel unatadntiproliférative a déja été démontrée
(Bok et al, 1999). D’apres la littérature, d’autres dérivéd’drgostérol extraits de spécimens

du genregGanodermgposseédent également des propriétés antiprolii@sati

Par exemple, a partir de la culture de mycéliumGdmoderma lucidumndeux molécules
dérivées de l'ergostérol ont montré une activitéipaoliférative sur cellules cancéreuses
d’origine hépatique de type Hep 3B. Il s’agit ddBdehydroergosterol peroxyde (figure 26)
qui posséde une §l= 16,7 pg.nt et du peroxyde d’ergostérol desg+ 19,4 pg.mf (Chen

et al, 2009)

HO ERGOSTEROLPEROXID

Figure 26 : structure du 9,11-dehydroergosterabygate (Cheret al, 2009)

Ensuite, plusieurs dérivés de I'ergostérol extot 'espése asiatique, dont certains sont
estérifies sur C-2 ou C-3, ont montré une actiatdiproliférative sur cellules issues

d’hépatocarcinome de type PLC/PRF/5 et sur cellabrxcéreuses naso-pharyngées de type
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KB. Celle ayant montré la plus forte activité ses deux souches est I'ergosta-7,22-dign-2
3a, u-triol avec respectivement unesgtle 1,17 et 0,89 pg.il(Lin & Tome, 1991).

Figure 27 : I'ergosta-7,22-dier323a, So-triol

Ainsi, la nature des composés bioadtifyivo n’étant pas encore bien définie, d’autres études
comparant l'activité des triterpenes et des stégsas du genr&anodermadevraient étre
envisagées. De méme, la teneur en acides ganoeermpnstitue-t-elle la seule garantie
concernant la qualité des extraits ou spécialitésgmtées, de maniére implicite ou explicite,

comme ayant des propriétés curatives.

5) Probleme d’ordre taxinomique

A ce premier probleme concernant la nature des oeégpresponsables de l'activité des
ganodermes s’ajoute le probleme taxinomique. Eet gffdentification des souches utilisées
dans les travaux analytiques, portant sur I'étuds triterpenes, semble aléatoire. Par
exemple, aucune description macro- et micro-mowdique n’accompagnent ces travaux. De
plus, les résultats de séquencage de Moncatval., (1995) montrent que les especes
asiatigues nommeé&s. lucidumet G. tsugaesont différentes des espéces européennes et nord-
americaines désignées respectivement sous le méme (Moncalvo et al, 1995). lIs
montrent également que les spécimens asiatiquagnddéssous le nom d6&. lucidum
correspondraient a deux especes différentes : Lonespondrait a I'espéce chinoise, I'autre

a I'espéce taiwanaise.

Ainsi, les variations quantitatives et qualitativkss acides ganodériques et autres triterpénes,

obtenus entre plusieurs spécimens apparent€s hucidumasiatique, pourraient provenir du
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fait que ces spécimens appartiennent a plusiepeces différentes. Par exemple, les travaux
de Nishitobaet al (1986) ont montré qu’une souche de ganodermel@&pm®pulairement
‘Saegusa’ et apparenté &bl lucidum se distingue par la présence majoritaire d’acides
lucidéniques a l'inverse d'une autre souche plusramment employée qui comporte

majoritairement des acides ganodériques.

En conséquence, I'analyse qualitative et quantégagiar HPLC-RP des triterpenes de type
lanostane, dans un but taxinomique, ou dans ledbugarantir la teneur en lanostanoides
potentiellement antitumoraux, ne vaut que si lescspens ont été préalablement identifiés
par des méthodes conventionnelles (macro et miaqmugique) et moléculaires. De méme,
il est important de savoir, parmi les composés diifsain vitro, quels sont les composés

responsables de 'activité wivo: triterpénes de type lanostane ou dérivés ded&ggol ?

lIl) Recherche de substances antitumorales a partirde

ganodermes et autres polypores des Antilles frangaas
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Figure 28 : Carte géographique des petites Antilles

Par rapport a beaucoup de régions tropicale®dem Caraibe (figure 28) est relativement

bien connue pour sa biodiversité fongique. Mirgeal. (2001) recensent 11 268 especes de
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champignons (au sens le plus large du terme), ceesiie tres en deca des chiffres théoriques
déduits du rapport de diversité putatif entre chigmgns et végétaux (ce rapport s’échelonne
de 3,5:1a8,4:1; Roberts & Spooner, 1999)flkve de cette région du monde étant riche
d’au moins 11 000 especes (Acevedo-Rodriguez &n8tr@008), on peut attendre entre
38 500 et 92 400 espeéeces fongiques (55 000 enadamie moyenne « raisonnable » de 5 :
1). On connaitrait donc actuellement entre 12,286 % de la diversité fongique régionale
(20,5 % avec la moyenne de 5: 1). Il reste beguobe travail pour les mycologues
taxinomistes, méme si bien des régions tropicate¥ plus pauvrement explorées (par
exemple, 3% des champignons de Guyane francaisesonus, selon ces mémes criteres —

Courtecuisse, 2005).

Suivant cette logique, un programme de recherclégédancé sur les Antilles Francaises
(F.W.1.) en collaboration avec divers organismeslegrge de la gestion ou de la conservation
des milieux naturels (DIREN, Office National desr&s) et une check-list préliminaire des
especes fongiques connues de ce secteur, d'adrgériture, a été assemblée (Courtecuisse,
2006). Les 1200 especes citées représentent 74 I@bfdnge potentielle en se basant sur le
méme calcul que ci-dessus (moyenne du ratio aréfétence pour la flore : Fournet, 2002).
Des missions de collecte se succédent depuis 2003)nt permis de rassembler prés de
6 000 spécimens, appartenant a environ 2 600 esplifférentes (évaluation préliminaire).
Quelgues travaux concernant des especes nouvetlegja été publiés et constituent le début

d’'une série prometteuse.

Dans le cadre de ce programme, plusieurs spécideepslypores, en particulier de la famille
de Ganodermataceaeont été récoltés afin de constituer une réseevendtiere premiere

nécessaire pour la recherche de nouvelles moléawdesvité antitumorale.

Les Antilles présentent, en effet, des conditiorréees (climat, insectes mycophages,
bactéries et autres champignons) contre lesqueeshampignons doivent se défendre, par
lintermédiaire de métabolites secondaires qu’itedpisent. Les métabolites secondaires
constituant l'une des principales sources de sobetaa activité pharmacologique, il est
probable que les ganodermes ou autres polyporesAdabes constituent une réserve

potentielle de nouvelles molécules exploitablemiaaau médical et en particulier au niveau

oncologique.
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Mais les incertitudes taxinomiques entourant laiferdesGanodermataceaeémotamment en

ce qui concerne I&anodermaucidum qui est le taxon le plus cité a propos de cesassag
traditionnels et des études chimiques ou pharmgmples, rendent indispensable, comme
nous l'avons démontré précédemment, I'associatienl’approche taxinomique fine aux
recherches moléculaires et pharmacologiques. Rsugdnodermes, mais aussi pour tous les
autres champignons supérieurs, cette démarche aenélie maniére reproductible, la
compréhension des liens qui unit : la pertinencsaje, la composition chimique de tel ou tel

taxon ainsi que la présence de métabolites addiis ghacun d’entre eux.

A) Premiere étape : choix et identification des spémens récoltes,

exemple desGanodermataceae

Notre travail sur le terrain fut essentiellemené axir la recherche et la récolte de polypores
en général et d&anodermataceaen particulier. La reconnaissance dg&snodermataceae
sur le terrain s’effectue dans un premier temps,I'phservation de 'hnyménophore qui est
poré (Homobasidiomycétes —Aphyllophoromycetidegeet blanchatre en surface (parfois
formant un bourrelet blanc ou ocre, stérile, aweaivde la marge du chapeau), et dans un
second temps par I'observation du revétement piigui peut étre brillant, vernisse, laqué
ou mat, coriace et parfois recouvert de sporescaweur du chapeau, généralement de
couleur brun noir, brun rouge, ocre brun ou ocengée peut étre zonée concentriguement,
soit par une alternance de couleurs (celles citédsssus), soit au niveau des reliefs (plis,

bosses, bourrelets, sillons).

Toutefois, adopter cette seule et unique démarobe qrgconnaitre le&anodermataceasur

les lieux de récolte n'est pas suffisante, carat@stgenres n’appartenant pas a cette famille
peuvent étre confondus avec certains spécimensme@anodermaPar exemple, un de nos
spécimens, identifié sur des criteres microscomaialésigné sous le nom iéroporellus

cf dealbatudqfigure 29),posséde, comme certains ganodermes, un chapeé&rméandont le

revétement est zoné concentriguement.
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Figure 29 Microporelluscf dealbatus

Ainsi, sur le terrain il est difficile de pouvoiristinguer les spécimens de cette famille,

d’autant plus que la diversité fongique dans lesll&s francaises est encore mal connue.

Pourtant, I'aspect macro-morphologique, pour aedér largement décrit dans la littérature,
reste encore un outil de reconnaissance relativenfiable pour la sélection des
GanodermataceaeMurrill (1908) considérait I'écologie, la distiion géographique, le
substrat, et la macro-morphologie comme étant decteres taxinomiques primordiaux pour

la reconnaissance déanodermataceae.

Par contre, la distinction des genres de cette liampar leur simple aspect macro-
morphologique, est beaucoup plus difficile et néitesd’aborder, dans un premier temps, la

systématique de cette famille

1) Différents genres de la famille de&anodermatacea®onk (d’aprés Steyaert,
1967, 1980 ; Gottlieb & Wright, 1999a, 1999b ; Malvo & Ryvarden, 1997).

Le caractére taxinomique principal qui caractélasiamille desGanodermataceaordre des
Ganodermatalegiilich) créé par Donk en 1948, est la morpholdgie spores (échinulées ou
ornementées et a double paroi). Tous les spécindencette famille sont lignicoles,
saprophytes ou parasites et développent sur ldastra, une pourriture blanche. Les genres

sont :

a) Le genreGanodermaP. Karsten
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Selon la classification de Steyaert (1980), donisnnous sommes inspirés, nous pouvons
distinguer 3 sous-genres a l'intérieur de ce taxon.

Le premier regroupe les spécimens ayant un revétesugpérieur laqué ou vernissé et
correspond au sous-ger®anodermgau sens de Steyaert).

Le deuxieme rassemble les spécimens au revéteroeate (crolte) et correspond au sous-
genreElfvingia (P. Karsten) Imazeki.

Le troisieme regroupe les spécimens dont le rew@temst mat et bien distinct de la chair :
sous-genr@lecoderméSteyaert.

Ces 3 groupes semblent également se distingudat pauleur de leur chair : elle est brun péle
et de couleur uniforme ou bicolore pdsanodermg de couleur uniforme brune ou brun noir

pourElfvingia; et de couleur uniforme ocre pale p&lecodermaMoncalvo, 2000).

a-1) Sous-genré&sanoderma

Figure 30 : basidiospores du sous-genre

Ganoderma . L
Figure 31 : Spécimen du sous-genre

Ganoderma

Les spécimens de ce groupe sont stipités, sesailemidiés, la chair est le plus souvent
subéreuse et de couleur uniforme ou bicolore, cignmun cannelle, brun tabac mais
rarement brun chocolat. La surface supérieure @mstemnt marquée de zones concentriques
alternants des couleurs noirs, rouges, rouge aarascre jaunes et des reliefs (sillons, plis,

bourrelets, rides et bosses) parfois aussi disposdislement (figure 31). La forme du
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chapeau peut étre semi-circulaire, flabelliformeréniforme, la surface porée est le plus
souvent blanchétre. Les spécimens du sous-gean@dermase caractérisent par des spores
(figure 30) de forme subsphérique, ovoide ou ohlenga double paroi, échinulées et
tronquées au niveau de I'apex. Ce sous-genre iesigalement caractérisé par un revétement
constitué d’extrémités hyphales (appelé égalemdabqystides) rangées en palissade et
formant un hyménoderme. Les cellules du revétememtistinguent par un renflement ou un
élargissement de leur extrémité, provoqué par liamdation, a l'intérieur des hyphes, d’'une
substance cireuse (Steyaert, 1967a). Les pilédegstsont figées dans une résine plus ou
moins compacte, qui se dissout facilement dansolaspe (KOH 5%). L’aspect brillant
(parfois plus ou moins mat selon les espéces)glatjwernissé qui est une conséquence de la
micro-morphologie des cellules du revétement perdestles reconnaitre sur le terrain.
Toutefois, ce type de reconnaissance, comme nousriens par la suite, n’est pas fiable et

peut générer des risques d’erreur d’identification.

Ce sous-genre peut étre divisé en trois groupes $ebttlieb & Wright (1999a)le premier
rassemble les spécimens dont les piléocystidesliseas et de forme cylindrique. Ce groupe,
dans lequel se placent &. lucidum (Curtis : Fr.) P. Karstesensustricto, ainsi que leG.
resinaceumBoudier, correspondrait a la secticdBanodermadécrite par Steyaert (1980).
(figure 32 : images 1, 2, 3, 4).

Ensuite, ledeuxieme grouperassemble les spécimens dont les piléocystidesone pas
cylindrigues mais renflées au niveau de I'apexamé de massue. Au sommet de ces hyphes
se forment de petites excroissances de forme sypéglonculées (figure 32 : image 5). Ce
groupe correspondrait a la sectidbharacodermade Steyaert (1980). Les espéces
caractéristiques sont, d’apres Steyaert (1980)otli€b & Wright (1999a), l&€5. tropicumet

le G. tuberculosum.

Enfin, le troisieme groupe rassemble les espéces dont les piléocystides &argies au
niveau de l'apex et diverticulées latéralementf@@me d’andouillet) (figure 32 : image 6, 7,
8). On y retrouve les espedds multiplicatum, G. sulcaturet G. zonatumll ne correspond a
aucune espece décrite par Steyaert puisque celr qéeeG. multiplicatumdans la section

Ganoderma.
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Figure 32 : 1 bar = 10 um;(G. sessileholotype)2 (G. resinaceunholotype)3 (G. lucidum var.
capenseholotype)4 ( G. lucidum, Hymeniodermaera (hyphes du revétement cylindrique$) (G.
platens¢ Hyménoderme claviforme (hyphes du revétement tiaméx présente des bosses de forme
sphéro-pédonculéesp (G. multiplicatum holotype)7 (G. sulcatumholotype)8 (G. multiplicatum
holotype), Hyménoderme formé par des extrémitébalgs diverticulées (Gottlieb & Wright, 1999a)

La classification du sous-gen@anodermapasée sur la forme des piléocystides, est dificil
puisque les terminologies utilisées précédemmentlgm auteurs successifs ne sont pas

homogenes (Gottlieb & Wright, 1999a).

Toutefois, celle proposée par ces derniers sembléinpnte puisqu’elle nous a permis
d’établir, a partir de nos collections, certainemlagies entre les différentes formes de

piléocystides, et la position cladistique des spéais.

En revanche, en ce qui concerne la réaction désqyistides au MelzErnous n'avons pas
constaté de relation entre la forme des hyphesedétement et la présence ou non d’une

amyloidie de ces mémes cellules.

! le revétement est dit amyloide si les piléocystidennent une couleur bleu violet ou noir au adrdaine
solution de Melzer)
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a-2) Sous-genre Elfvingia (P. Karsten)
Imazeki

Figure 33 : spécimen du sous geBlwingia

Le chapeau est de forme semi-circulaire généralerdemidié, rarement stipité, coriace, zoné
concentriquement et parfois radialement. Le revétgrast mat, souvent recouvert de spores,
ce qui lui confere une couleur brun cacao (figuB®. 2a marge peut étre obtuse, parfois
stratifiée, et forme a chaque moment de sa craissan bourrelet de couleur blanc creme. La
surface porée est généralement de couleur blaecltéitmissante au toucher ou naturellement
et parfois jaunissante. Ces caractéres morpholegigermettent de distinguer sur le terrain

les spécimens appartenant a cette catégorie.

Le revétement peut étre de type trichodermique @ouapplanatunf{Pers.) Patouillard, c'est-
a-dire que la cire, épaisse et coriace, est dépese@lessous des hyphes terminaux.

L’extrémité des hyphes est donc a I'air libre etrfe le trichoderme (figure 34).

Il peut étre également de type anamixodermiquest@éecas dé&. adspersunfShulz.) Donk

qui possédent des extrémités hyphales parfois rreslihyphes génératrices) ou brunes
(hyphes squelettiques) engluées dans une résigsépaompacte et coriace. Les spécimens
ayant un tel revétement constitue, pour Steya®8Q), le sous-genre qu’il désigne sous le
nom Anamixoderma(figure 35). La différenciation de ces deux types révétement est
rendue difficile par I'épaisse couche de résine macte et coriace qui imprégne les
extrémités hyphales du revétement. Corner (1988%ige, a ce sujet, qu’il n’a jamais pu

observer parmi les spécimens étudiés, le revétemembdermique décrit par Steyaert.

Une troisieme espece, présente en Europe et aBpealéstrale(Fr.) Patouillard, se distingue
de G. applanatunpar des spores plus longues [8,5-10(-12) x 5-%5/§6-8,5 x 4,5-6 pum].
Toutefois, le type de cette espéce, récolté suflargu Pacifique par Fries, n’existant plus, il

est difficile de savoir si elle peut étre réduitesynonyminie aveG. adspersunfRyvarden &
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Gilbertson, 1993). Dailleurs, pour les mémes nassdGottlieb & Wright (1999b) ont fait le
choix d’abandonner ce nom pour désigner certainsdgrmes du sous-geriédvingia

Dans tous les cas, ce groupe de spécimens, dotralss morphologiques ont été cités ci-
dessus, sont communément rassemblés dans le ‘camgbplanatumaustrale’. C'est la

raison pour laquelle nous les avons réunis ici tassus-genrglfvingia.

Fig 34: revétement trichodermiqueG.( applanatum Fig 35 :
(Gottlieb & Wright, 1999b)

revétement anamixodermique SWE5 (

australe

Un dernier élément morphologique permettrait desgiges spécimens de ce sous-genre en 2
catégories. En effet, Gottlieb & Wright (1999b) odistingué, parmi les spécimens
appartenant a ce sous-genre, deux types de sposdes dont les ornementations sont
distribuées au hasard sur une paroi interne (Ss@pplanaturj et celles dont la disposition

des échinules suit celles de sillons longitudinsitixés sur la paroi intern&( lobatun).

a-3) Sous-genrd’lecodermaSteyaert (1980)

Le revétement est constitué exclusivement d’hyplyasines emmélées les unes aux autres, et
figées dans une résine compacte et abondante.dodne constitue une couche compacte
mais flexible, de couleur blanchéatre, nettementirdite de la chair dont la couleur est ocre
pale et la texture molle, parfois spongieuse aat’dtais (figure 36). Deux espéces sont

représentativesG. amazonensé/eir et G. philippii (Bres. & Henn.) Bres.
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Figure 36 : revétement d& amazonense
b) Genre AmaurodermaMurrill

Le chapeau est de forme généralement circulairesemni-circulaire, flabelliforme, avec un
stipe souvent élancé d’insertion centrale ou lédérae revétement est généralement mat,
parfois brillant (figure 37). La surface supérieudu chapeau peut étre zonée
concentriqguement ou non. Ces traits morphologiqgarsparticulier la silhouette élancée de
ces carpophores, le stipe fin supportant un chapesé concentriquement et de forme
cylindrique, sont caractéristiques demiaurodermaet permettent, sous réserves des résultats
obtenus en microscopie ou par séquencage des ¢TI8s dlistinguer sur le terrain. Les spores
sont échinulées, leur forme est généralement ghoisel et la partie apicale n’est pas tronquée
(figure 38:)

Figure 38 : spored’Amauroderma .
g P Figure 37 : SporophoreAimauroderma rude

c) GenreHaddowiaSteyaert
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Figure 39 : basidiospores #e longipes

Ce genre ne comporte que 3 espéces dont la plusieastH. longipes Le stipe étroit et
petit, est fixé latéralement sur la partie supégedu chapealLe revétement est brillant et
laqué. Les spores présentent des crétes longitedifigure 39). Sa forme de lampadaire

permet de le reconnaitre sur le terrain.

d) Genre HumphreyaSteyaert

Le chapeau peut étre stipité ou dimidié, le revémmest mat ou laqué, zoné
concentriqguement avec une marge souvent en |légerdbet de couleur blanc creme. La chair
est blanche, molle et presque spongieuse. Ellemdsds a celle d&. amazonensese qui

peut étre sur le terrain une source de confusitne eette espéce et les spécimens appartenant
a ce genre, en particulier pddr coffeatun{Gottlieb & Wright, 1999b).

Les spores du genigumphreyaont une ornementation réticuléd. (lloydii) ou formant des
arétes plus ou moins longues de maniére longitlaiffegure 40 et 41 H. coffeaturn ou

latérale Ganodermdlaviporunf). Les ornementations sont parfois anastomosées.

2 Nous avons placé cette espéce dans le genmmgphreyade par la morphologie de ses spores semblalgiied ¢
des autreslumphreya Toutefois, la discussion concernant I'éventualitéhe nouvelle combinaison de cette
espéce est abordée dans le chapitre suivant.
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Figure 40 : sporophores #k coffeatum

Figure 41 : basidiospores #ecoffeatum

e) GenreTomophagusMurrill

Ce nom de genre ne contient qu'une seule espg&omophagus collossusctuellement
mieux connue sous le nom @anoderma colossunCette espece se distingue par une chair
molle, épaisse, fibreuse et spongieuse, de coafeune, et des spores de grande taille (15-19
x 10,5-12,5 um) (Ryvarden, 2004).

2) Difficultés d’identification sur le terrain : re ssemblances et piéges

A travers la description des différents genresadiamille desGanodermataceaeous avons
pu constater que certains traits macro-morphol@gqoermettaient de les identifier sur le

terrain. Toutefois, il existe certains pieges anaitre ou a éviter.

a) Ressemblances entre les genres
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Revétement brillant

L’'aspect laqué et brillant n'existe pas seulemamsdle sous-genr@anodermg il existe
€galement pour certaines espéeces des geluephreyaet Haddowia Exemple Humphreya

eminii ouHaddowia longipes.

L’insertion du stipe

Pour un jeune spécimerHlimphreya coffeaturdont le chapeau est réniforme, I'insertion du
stipe peut étre latérale, puis a maturité les |ate®s a l'arriere du chapeau se développent,
se rejoignent et peuvent fusionner. L’insertionidevvalors centrale et le chapeau circulaire.

La morphologie finale peut alors évoquer certapécsnens du gendmauroderma.

v«t

Figure 42 H. coffeatum Figure 43 Microporelluscf dealbatus
b) Hétérogénéité morphologique

D’aprés Moncalvo & Ryvarden (1997), on peut recen886 noms au sein des
Ganodermataceaedont 116 sont retenus comme synonymes et 50 coésideomme
ambigus et donc éliminés. Il reste donc 220 espeéeesnnues dans la famille des

Ganodermataceagont la plupart ont été récoltées en région trdpica

D’aprés les mémes auteurs, le nombre de synonystesaes doute sous-évalué car de
nombreuses especes n’'ont été décrites qu'a paudiredseule collection ou d'une seule
localité. Or, on sait que les especes de la fandidle Ganodermatacea®nt une grande

hétérogénéité morphologique. Par exemple, il rpastrare de constater :
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Une variation des couleurs au sein d’'une méme espe

Nous avons ici l'exemple de deux
spécimens de l'espedd. coffeatumdont
'aspect differe selon le degré de maturité
du carpophore. Le spécimen brillant
correspond a un jeune carpophore. Celui se
terni durant son développement.

Figure 44 H. coffeatum('exemplaire le plus mare

est situé a droite)

La présence ou non d’'un stipe

La présence d'un stipe n’est pas un critere disnamt puisque pour une méme espéece
certains carpophores en possédent un, d’autresDiaprés Moncalvo (2000), sa présence

dépend de I'emplacement du substrat ou le champigaaévelopper son sporophore.

Figure45: Ganodema Figue46: Humphreya
gibbosur coffeatur
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3) Description macro et microscopique

Devant I'hétérogénéité morphologique existant ain sé¢'une méme espece et les
ressemblances existant entre les genres d’'une rf@mille ou de familles différentes, une
simple reconnaissance macro-morphologique n’est sudfssante. Il est donc primordial
d’effectuer, pour chaque spécimen récolté, une rg®n macroscopique accompagnée
d'une description de son écologie (voir partie expéntale) suivie d’'une description
microscopique des spores, des hyphes du revétamentque des hyphes de la chair et des
tubes (éléments déterminants pour l'identificaties taxons). L'observation des caracteres
micro-morphologiques nous a permis d’émettre uremgre hypothése sur l'identité des

spécimens récoltés.

4) Taxinomie et phylogénie moléculaire
a) But taxinomique (voir partie expérimentale)

Néanmoins, certaines descriptions méthodiques basag des criteres macro et
microscopiques se sont révélées insuffisantes.t @ear cela que I'on a eu recours au
séquencage de certains marqueurs moléculairesmmaat des espaces internes de
transcripton ‘ITS1 et ITS2' (ITS: espace interne tdanscription Moncalvet al., 1995)
situés entre les séquences 18S, 5,8S et 28S qoalanta synthése des ribosomes (Gardes &
Bruns, 1993) (voir partie expérimentale). La confedion des hypothéses obtenues selon les
deux approches (traditionnelles et moléculairesimpe de confirmer ou d'affiner la

détermination des especes.

b) But phylogénique



70

Le séquencage des ITS a permis de situer cert@aasdermataceaeécoltées aux petites
Antilles francaises au sein du cladogramme ou grhydogénique établit par la mycothéque
de I'UCL. L’arbre phylogénique permet de montres leens de parenté entre des entités

supposeées avoir un ancétre commun. Chacun des ndeutlarbre représente I'ancétre

commun de ses descendants.
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Figure 47 : phylogénie partielle du gel@anodermgGottliebet al, 1999)

Sur cet exemple (figure 47 ), nous avons 2 cladgsdts, séparant le groupe delvingia
du groupe desanoderma La phylogénie, dans ce cas, permet de confir@mdaxinomie

basée sur des aspects morphologiques. De m@maurodermaforme un clade a part du

clade des Ganodermes.

c) Position phylogénique de certaine&anodermataceaeécoltées aux Antilles francaises

(cladogramme de I'UCL et Moncalvo, 2000)

Ce travail a été réalisé par I'équipe de la myogtieede I'Université Catholique de Louvain
et supervisé par Cony Decock. Cet arbre phylogénagi en corrélation avec celui présenté
ci-dessus puisqu’il sépare, entre autres, Ganodermataceaalont le revétement est
différencié (piléocystides rangés en palissade, renflées emefade cylindre ou clavées,

correspondant au sous-ger@anoderma et celles dont le revétement est indifférencié,
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correspondant au sous-geriedvingia. La position cladistique des spécimens récoltés es
entourée sur les figures 51, 53, 57, 58, 59.

c-1) Complexes identifiées dans le groupe dé€sanodermataceaelont le revétement est

différencié

Du point de vue taxinomiqué complexelucidum ne comprend que des spécimens récoltés
en région tempérée de I'hémisphére nord et de i$@mére sud. On retrouve, entre autres,
dans ce complex@. lucidum, G. praelongum@insi gue les espéeces retrouvées uniquement sur
ConiferesG. carnosum, G. valesiacum, G. oregonense et @atslies piléocystides sont
cylindriqgues et amyloides. Les spores possedentédbsules épaisses, longues et peu
denses. Un spécimen récolté $ucanadensien Amérique du Nord, désigné sous le nom de
G. tsug® (Leg. Pierre-Arthur Moreau), ainsi qu'@ lucidum sensu strict@écolté a Sainte
Croix-Volvestre (France) récolté sur Chénes Véreg. Anne Favel) ont été observés au
niveau micro-morphologique. Les deux espéeces omttrdales piléocystides cylindriques et
amyloides (plus importante po@. lucidun) de forme identique (60-80 x 6-12 um). En
revanche, les basidiospores, malgré une morphokigigaire (forme elliptique-ovoide, apex
parfois convexe, échinules épaisses, longues atésp), sont de tailles différentes : 6-[6,5]-7

x 10-[10,66]-12 um pou6. tsugaevs 7-[7,9]-8,5 x 11,5-[12,3]-13 pm pows. lucidum.De
méme, seules les spores @u lucidumont présenté a certains endroits des ornementations
allongées en forme de serpentin. Deux au®ekicidum sensu strict@coltés en Vendée (F)
(Leg René Pacaud) et en Dordogne (F) (Leg Cony &ecbgure 48), utilisés pour les tests
pharmacologiques, ont présenté des piléocystides que des basidiospores semblables au
spécimen pyrénéens et conformes@ulucidum(Curtis) P. Karstsensu strictodécrit par
Steyaert (1967a) et Ryvarden & Gilbertson (1993).

% |dentification confirmée par séquencage des ITANRA de Marseille, malgré une macro-morphologie
similaire auG. resinaceum carpophore sessile, léger aprés dessiccati@sepce de résine importante sur le
revétement, chair pale, douce, molle et fragile)
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Figure 48 : piléocystides et basidiospore&sdéucidum sensu strictdeg. Cony Decock ; 1
bar = 10 um)

Selon la photographie et la description effectygasRivoire (2007), la forme dG. tsugae
(stipité, flabelliforme et aplati au niveau du chap), la chair bicolore (blanchéatre et molle
sur la couche supérieure, puis brune et de testuvéreuse prés des tubes) et 'ornementation
des spores (ornementations arrondies) sont destéastiques retrouvees également cez

valesiacum

Ces résultats, basés sur des critéres morpholagigoat en corrélation avec les résultats de
séquencage (figure51: 1) sur lequ@. tsugae et G. valesiacum apparaissent
monophylétiques. Ainsi, ces deux especes pourr&ieatconspécifigues malgré la distance
géographique qui les sépare, et la différence d'(®Bt valesiacunsur Larix, mais également
sur d’'autres coniferes, d'apres Moncalvo & Ryvarde07). Par contre, elles sont, par leurs

micro-morphologies et les résultats de séquengageconspécifiques@. lucidum.

Le point commun retrouvé pour tous les spécimensedmmplexe réside donc dans la forme
des cellules du revétement. En effet, d’apres ttérditure (Steyaert, 1980 ; Ryvarden &
Gilbertson, 1993 ; Gottlieb & Wright, 1999a) et pfas nos observations, y compris celles
effectuées sur I'holotype d8. praelongun(figure 51 : 2), les piléocystides sont de forme

cylindrique, fortement amyloides et de taille corsgentre 60 et 80 um.
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En ce qui concerne les ganodermes utilisés en rnm&dgaditionnelle asiatiqu&. tsugaeest

le deuxieme nom d’espéce cité ap€slucidumdans les travaux axés sur la recherche de
substances bioactives. De plus, la littérature esnm@ distingue une espece utiliseé en
meédecine traditionnelle asiatique récoltée surfeoes (Songshanlingzhi ou Lingzhi des pins

et des sapins) (Lapassat, 2000)

Toutfois, d’aprés Moncalveet al (1995) cette espécserait uniquement présente dans
’hémisphére nord sur le continent américain, dassforéts de coniféres, et éventuellement
présente dans le nord Est de la Chown(m. persCony Decock), mais absente de Taiwan et

du Japon.

D’un autre coté, la variét@. tsugaevar. jannieaeWasser, Zmitr. & Didukh, récoltée dans la
province chinoise de Jilina s&inus sp., pourrait correspondre a I'espéce utiliséesdan

travaux pharmacologiques antérieurs (Chen & Ch@d2 2 Wasseet al, 2006).

Néanmoins, aucune recherche de composé, commeit@pénes, ni méme de recherche
portée sur l'utilisation traditionnelle, n'accompemt la description de cette variété. De plus,
bien que son écologie (zone tempéréePsomg ainsi que son contexte pale soient similaires
a ceux deG. tsugaeMurill, la forme courte et clavée de ses piléoikest, semble I'éloigner

des spécimens appartenant au compliesidum(cylindriques sur 60-80 pum).

Il est donc peu probable qué. tsugaesoit réellement impliqué dans la médecine
traditionnelle chinoise, ou qu'il soit a I'origirdes acides ganodériques ou tsugariques decrits
dans la littérature. Les spécimens utilisés en giddechinoise, que 'on nomme Lingzhi des
pins, correspondraient a une autre espece, downhdnation n’a pas encore été établie selon
la classification traditionnelle.

SPECIMENS EXAMINES:
Ganoderma lucidunfwW.Curt. : Fr.) P. Karsten :

France, Dordogne, région de Sarlat. Sur Chéne. 20@%. C. Decock. Det. C. Decock.
France, Vendée, La Roche-sur-Yon. 10 Octobre 2008. LegP&caud. Det. R. Pacaud.
France, Ariege Pyrénées. Sur chénes vert. 27 Septemlofé 2@g C. Lécuru. Det S. Welti.
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GanodermasugaeMurrill. :

Etats-Unis, Harvard. Sur souchecanadensis27 Aolt 2006. PAIUSA 82

Ganoderma praelonguidurr. :

LEcTOTYPE: CuBA, Alto Cedro, province d&antiago de Cuba. Sur arbre mort. 19 Mars,
1908 (NY, fragm. BR).

Le complexe resinaceum sensu latoregroupe des espéces présentant toutes des
chlamydospores dans la chair ou lorsqu’elles sasesnen culture (Moncalvo, 2000). Ce
complexe se divise en deux clades. Le premier corckes spécimens récoltés en zone
tempéree @. resinaceum(figure 51 : 5), tandis que le deuxiéme se digtenpar des spores
plus petites et concerne les spécimens récoltesmmtropicaléG. weberianun(Figure 51 :

3 et figure 50). Les spores @& resinaceunprésentent des échinules moins épaisses, moins
longues mais plus denses ddelucidum(figure 49)(Steyaert, 1980 ; Moncalvo, 2000). Sa
chair est épaisse, de couleur chamois (brun chioéolproximité des tubes), de texture
liegeuse, plus molle et moins ferme que celle Glulucidum Les carpophores de.
resinaceumsont légers apres dessiccation. Une de nos récoB¥¢l7, appeléeG.
subamboinensear. laevisporum(voir partie inventaire) dont les piléocystides tségalement
cylindriques (voir figure dans la partie inventdiet amyloides, se situe dans ce clade. Sa
séquence ITS est identique a celle @usubamboinenseetrouvée sur GenBank (X78736)
(figure 51 : 4). Sa chair est bicolore, brune pdes tubes et de couleur fauve pres du
revétement. Elle présente également des zones sutadbes blanchatres relativement
étendues, de la méme facon que p@urtsugae.Au niveau micro-morphologiquea
principale différence observée entre les compleresaceumet lucidum résidenta priori

dans la longueur des piléocystides : entre 60 gtr@Qpour le complexkicidumvs 40 a 50

pum pour le complexgesinaceum En revanche, pour les deux groupes présentent des

piléocystides cylindriques et amyloides.
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Figure 50 :Piléocystides et basidiosporee G. Figure 49: Piléocystides et basidiospores
weberianum 1 bar = 10 um (Torres-Torres, 200de G. resinaceum 1 bar = 10 um (Leg.
Cony Decock)

SPECIMENS EXAMINES:

G. resinaceuniBoud.

Belgique Brabant Wallon, Perbais, sur chénes. 2009. Lagy@ecock. Det Cony Decock.
G. subamboinende. Henn

Martinique , Précheur, Anse Couleuvre, sentier de la cascada diviere Couleuvre. Sur
Artocarpus altilis en forét mésophile secondaire agée. 13 aolt ZW717(LIP) — séquence
MCU C494531 ; Leg. J.-P. Fiard. Det. C. Decock
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Figure 51

Le complexecurtisii ne produit pas de chlamydospores (Moncalvo, 200pgut étre divisé
en deux groupes. Le premier concerne les spécicthen®rd-est ameéricain et du Costa Rica,

correspondant &. curtisii; le deuxieme concerne les spécimens d’Asie @iengui

possedent une chair pale et une surface poréesgame ¢omm. persCony Decock) (Chine,
Taiwan, Corée, Japon et Vietham) (Figure 53 : 2Auwbspécimens achetés en Chie
lucidum asiatique de référence 1 et 2) correspondent a decription morphologique. De
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plus, leurs spores sont de forme ovoide avec dasudes longues, épaisses et cylindriques.
Leur piléocystides, courtes (20-30 pm) mais lar¢@d?2 um), clavées, pyriformes ou
légerement cylindriques a proximité de I'apex, dissparfois bosselées latéralement ou au
sommet, et amyloides (figure 52) se différencieat cglles duG. lucidumsensu stricto
européen (figure 48) qui sont cylindriques et loegy(i70-80 um). Ainsi, les Ganodermes du
deuxieme groupe sont désignés a tort sous le no@at®derma lucidunou G. tsugae

traditionnellement appelé Lingzhi (Moncalvo, 199&anget al, 2009).

I
A

Figure 52 : piléocystides d&. lucidumasiatique (1 Bar = 10 um)

Le complexetropicum est un groupe hétérogene, non monophylétique i gtre sépare en
deux clades distinctstropicum 1 et tropicum 2. Le complexe tropicum 1 regroupe des
spécimens de Cuba récoltés par Cony Decock, unecesgsiatique utilisée en médecine
traditionnelle, également désignée sous le nonGdeoderma lucidumet nos récoltes de
Martinique correspondant aux spécimens SW45, S\8Ws 7, SW49 et SW6 (figure 53 : 3).
La micro-morphologie des spécimens antillais esniidue a celle de I'holotype dé.
tuberculosum(spores ovoides a subsphériques et cellules dueraeat clavées et non
amyloides - voir plus loin la description dans &t inventaire)Le complexetropicum 2
regroupe plusieurs spécimens chinois et une egérEspondant &. multipileum(spécimen
indien) dont la séquence a été obtenue sur GenBankéquencage des ITS a permis de
rapprocher certains de nos spécimens (SW55, SWMRBIASSW 57) récoltés aux Petites
Antilles avec I'espéce taiwanaise désignée soumie deG. lucidum Wanget al. (2009),
apres observation morphologique de I'holotypesriommeé cette espece, située sur le méme
clade que le spécimen indien, sous le nonGdenultipileum(figure 53 : 1) Nos spécimens
dont les piléocystides sont de forme cylindriqueoaique, non amyloides et de longueur
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égale a 25-30 pm correspondent a un
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e nouvelle espgge nous avons nommé

provisoirementGanoderma martinicensé/elti & Courtecuisse (voir la description figurant

dans la partie inventaire).
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Le complexe desGanodermadont le revétement est de type intermédiaire (retément

laqué et sublaqué)

Il regroupe plusieurs sous-clades. D’abord, cekes danodermes parasitant les palmiers
commeG. zonatun{figure 57) en Floride oG. boninensen Asie du Sud-Est, en Australie et
dans les iles du Pacifique. Le revétemenGdeonatunest sublaqué, les piléocystides sont
courtes (20-25 um), amyloides, claviformes, bospae€ndroit, ses spores sont oblongues et
finement échinulées (description des spores : S8téyaert, 1967b). Un autre spécimen, de
couleur brun-noir, récolté sur I'lle de la Réunidans le cadre d’'une these en Pharmacie
(Thomas Manidren, 2009) et identifié comi@ecf boninensgvoir description de Steyaert,
1967 et figure 55présentdes mémes spores q zonatumPar contre, les piléocystides
sont irrégulierement claviformes, le plus souverdpi®s, lobulés ou bourgeonnant

latéralement. L’aspect général est ramifié ouléaad like’ (figure 54).

Figure 54 : piléocystides d&. zonatunma gauche et piléocystides @e cf boninense droite
(2 bar =10 pm).
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Figure 55 Ganodermacf. boninensePatouillard (Leg. Thomas Manidren. Det. Stéphane
Welti)

SPECIMENS EXAMINES:

G. zonatunMurr.

LeEcTOTYPE: Etats-Unis, Floride, sur arbre couché, 1902 (NY, fragm. BR)
G. cf boninense

France, Ile de la Réunion, forét de Mare-Longue. Le 1dtobre 2007. Leg. Thomas
Manidren. Dét. Stéphane Welti

L’autre groupe de ce clade concerne le compsienseg(figure 57) . Il inclut les spécimens
de Chine, de Taiwan et de Corée. lls sont de couleie, laqués, brillants, la chair est brun-
noir, de consistance liégeuse et sont utilisés édecine traditionnelles. sinensed’apres la
pharmacopée Chinoise, correspond, tout comBducidum au Lingzhi. G. neojaponicum
ainsi queG. formosanunsont également retrouvés dans ce clade. Un dsp@asmens acheté
en Chine, répondant aux caractéristigues morphqlegi deG. sinensea été étudié au plan
micromorphologique. Les piléocystides sont courtds clavées, en forme d’ampoule,
amyloides et se développent de maniere perpendlealax hyphes génératrices (figure 56).
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Figure 56 : piléocystides d&. sinensé bar = 10 um

Ainsi, la forme des piléocystides de ce clade aétmment intermédiaire (sublagué ou mat)

n’est pas homogéene, contrairement aux spécimermivels dans les complexksidum ou
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c-2) Complexes retrouveés dans les Ganodermataceaantlle revétement est indifférencié
c-2) Complexes retrouves dans lgsanodermataceadont le revétement est indifférencié
Le complexe applanatum-australe

Il regroupe les Ganodermes dont le revétemenndsgtérencié, coriace. Leur chair est brun-
noir. Moncalvo (2000) situe également dans cet imgae&lade une espéece correspond&t a
pfeifferi dont le revétement est laqué, mais dont la chaiégalement noire. Cet exemple
mentionné par Moncalvo (2000) est cité de maniéraeitre en exergue les limites de la
taxonomie basée sur des criteres morphologiqueso@lexe est divisé en deux groupes :
celui regroupant les spécimens d’Europe, du Japgodeel’Amériqgue du Nord, et celui
regroupant les spécimens retrouvés dans I'hémisphéd en zone tropicale. Dans ce dernier
sous-clade, correspondant a@. ‘australe complex sensustricto’, sont retrouvées deux
nouvelles espéces récoltées aux Petites Antillasne correspondant aG. neogibbosum
(figure 58 : 1) et I'autre correspondant@uparvigibbosunsurPinuset Arecaceadfigure 58

. 2).

Dans tous les cas, ces résultats de séquencageentoqu’il existe, au niveau tropical,
plusieurs especes difféerentes apparentéé€s. australeet que celles-ci sont toutes différentes

de I'espéce européenfe adspersuniSchulz.) (= synonyme ds8. europaeunsteyaert).
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Figure 58

Le complexe des leucoganodermdgsomm pers Cony Decock) regroupe différents clades
monophylétiques dont les spécimens représentatifséulent tous une chair molle, de couleur
ocre pale. Le revétement caractérisant ce cladmastitué d’hyphes hyalines entremélées les
unes aux autres, figées dans une résine compadienedistinctes de la chair. On retrouve
dans ce groupe le genkumphreyalloyd, le genreTomophagusMurrill dont l'unique
représentant correspondTa colossus(Fr.) Murrill, ainsi que certaines espéces du genr
GanodermgG. amazonense, G. hildebrandii, G. flavipojuires caracteres morphologiques
permettant de distinguer ces genres monophylétigm®e eux ne sont pas encore bien
définis. C’est la raison pour laquelle, comme ndasgpliquerons par la suite, certaines
attributions génériqgues comme cellesGleflaviporumou G. amazonensgour lesquels un

changement de combinaison serait envisageable, mmant I'instant maintenues. Dans ce
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complexe, nous retrouvons certaines de nos espéceiées en Martinique (figure 59)
commeHumphreyacoffeatum.
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B) Inventaire et description desGanodermatacea@résentes dans

les iles des Antilles francaises.

La récolte des spécimens identifies selon la méhoatlitionnelle et moléculaire, ainsi que
les données publiées, permettent de dresser untaike provisoire dessanodermataceae
présentes sur les iles des Antilles, tandis qdedsaription des autres polypores récoltés ayant

fait 'objet d’'un criblage pharmacologique figure annexes de la théese.

Ce travail préliminaire s’appuie sur les recondiams phylogéniques du genre parues
récemment (Moncalvo, 2000 ; Hong & Jung, 2004 ; @/inal, 2009) et s’integre également
dans une nouvelle approche d&snodermataceafC. Decock, Louvain-la-Neuve, Belgique,
au travail duquel nous collaborons par ailleurs)i donnera lieu prochainement a une

synthése générale.

Dans I'état actuel de notre approche, certainesltesc ne peuvent étre déterminées avec
certitude. Dans la majorité des cas, soit les tar@s morphologiques, soit le résultat des
séquencages (voir partie expérimentale) et duiposigment sur les arbres phylogénétiques
en cours de réalisation permettent de cerner leupg d’appartenance (especes collectives,
clades, ensembles a débrouiller). Pour ces cas,trdeaux complémentaires (nouveaux
séquencages, examen de types d’especes tropicales confrontation des caracteres
morphologiques, études chimiques et chromatograpbig ou nouvelles récoltes pour

compléter le matériel examiné) sont nécessaires.

Nous listons donc uniquement les taxons qui réanissun ensemble de caracteres
suffisamment significatifs pour étre décrits coteeeent et retrouvés ultérieurement sur le
terrain. Trois especes nouvelles sont proposéesx d'entre elles appartiennent au complexe
G. australeet la troisieme au groupe & multipileum Leur validation (diagnose latine) sera
effectuée dans le cadre d’'une publication, actoedlg sous presse (Welti & Courtecuisse,

2009). De ce fait, les noms correspondants sontiomes ici sous la formerom. prov.

Les données publiées disponibles proviennent dérdiftes sources : Patouillard (1899),
Patouillard,in Duss (1903), Murrill (1908), Ryvarden (1983, 20Q0aavid & Rajchenberg
(1985), Moncalvo & Ryvarden (1997), rassembléesigleament dans la synthése de Minter

et al.(2001) et de maniere exhaustive par Courtecuis¥9|2
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Pour la Martinique et la Guadeloupe (et dépendances trouve citées les especes
suivantes (pour I'ensemble des deux files, sauf iorentontraire) : Amauroderma exile
(Berk.) Torrend,A. rude (Berk.) Torrend,Ganoderma austral€Fr. : Fr.) PatouillardG.
colossum(Fr.) Baker (Martinique),G. dussii Patouillard (Guadeloupe)i. lucidum (W.
Curtis : Fr.) P. KarstenG. lucidumvar. badium Patouillard (Guadeloupef;. mangiferae
(Léveillé) Patouillard (Guadeloupeganoderma sp(Minter et al. pour la Guadeloupel;.
stipitatum (Murrill) Murrill (Guadeloupe), Humphreya coffeatum(Berk.) Steyaert
(Martinique).

Certains de ces noms sont critiques, dans I'étaiehdes connaissances et nous discuterons
de leur pertinence ci-dessous, dans une énuméggiaiilée qui ajoute nos propres apports.
Certaines de nos déterminations sont encore prdiness. Elles concernent les récoltes
effectuées lors des missions sur le terrain etnéeh compte des reconstructions

phylogéniques en cours réalisés par C. Decock ¢ralessus).

Sous chaque espéce, listée sous son nom actuettcam trouvera les synonymes principaux
(en particulier ceux présentant une pertinencedaigoaphique — pour une liste plus compléte
des synonymes, voir Courtecuisse, 2009), les aitatissues de la littérature pour le secteur
considéré (toutes les références effectivementutides sont assorties du symbole [!]), des
commentaires sur le caractére critique éventusloles problemes qui se posent autour de la
citation, des informations, discussions, descnioet illustrations pour les récoltes

personnelles, en particulier si elles sont nouselleur le secteur géographique.

1) GenreAmaurodermaMurrill , 1905,Bull. Torrey Bot. CI32(7), p. 366

a) Amauroderma exilgBerk.) Torrend, 1920,Broteria, Bot.18, p. 142

BAsIOoNYME : Polyporus exilisBerk., 1856 Hooker’s J. Bot[London] 8, p. 173 [EcTOTYPE: Brésil, Panure, Amazonas
State, « Spruce n°31 » (K)]

= Polyporus maceBerk., Hooker's J. Bot[London] 8, p. 176 [EcTOTYPE: Brésil, Panure, Amazonas State, « Spruce
sans n° » (K)[e Ganoderma mace(Berk.) Patouillard, 1889Bull. Soc. mycol. Fr5, p. 79= Fomes mace(Berk.)
Saccardo, 1898yll. Fung9, p. 178 [']= Amauroderma maceBerk.) Torrend, 192@roteria, Bot.18, p. 140

= Ganoderma rufobadiuRatouillard, 1889Bull. Soc. mycol. Fi5, p. 78 [FoLOTYPE : Vénézuéla (Gaillard)]

Citations dans la littérature :
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* Minter et al. (2001) p. 41, 750 [Guadeloupe], 756 [Martiniqué] [
Pas de récolte personnelle. Pour une descript@nRyvarden (2004, p. 55).

DiscussioN : Cette espéce n’est pas critique.

b ) Amauroderma intermedium(Bresadola & Patouillard) Torrend, 1920,Broteria, Bot.
18, p. 128

BAsioNYME : Ganoderma intermediurBresadola & Patouillardin Patouillard, 1889Bull. Soc. Mycol. Fr5, p. 76
[LecTOTYPE: Brésil (FH)]= Amauroderma rudear. intermediumBresadola & Patouillard) Furtado, 1968gvision

Gen. Amauroderma. 251

= Ganoderma guadelupenfatouillard, 1899Bull. Soc. mycol. Fr.15, p. 198 [EcTOTYPE: Guadeloupe, Camp Jacob,
« Duss 111 » (FH)] ['E Fomes guadelupengfBatouillard) Saccardo & P. Sydow, 1902, [Sacca8id] Fung.16,
p- 1531

Citations dans la littérature :
* Patouillard, (1899) p. 198 [Guadeloupe] — $n.guadeloupensi].

* Patouillardin Duss (1903) p. 35 [Guadeloupe, Basse-Terre ; Besse, surMammea americanaDuss
111, 878] ; [Martinique ; Morne-Rouge (fond MarieiRe), Duss 1695] — s.@. guadalupensg].

* Murrill, (1908) p. 118 [Guadeloupe s:n. Ganoderma rude- « according to Bresadola, this species is not

different fromG. intermediunBres. & Pat. » : voir la discussion ci-dessous [!].
* Ryvarden (1983) p. 20 [Guadeloupe ; Camp Jacahd#YPE : G. guadelupensBuss 111 (FH)] ['].

* Moncalvo & Ryvarden (1997) p. 44 [Guadeloupe naJacob, ECTOTYPE G. guadelupens®uss 111
(FH)I 1.

* Minter et al. (2001) p. 41, 750 [Guadeloupes-A. Amauroderma rudig].

Pas de récolte personnelle. Pour une descript@nRyvarden (2004, p. 56).

DiscussioN : Moncalvo & Ryvarden (1997) indiquent qu’un coewe d’especes se cache
sous le binbmé\. rude qui nécessite une révision taxonomique critigdauroderma rude

(Berk.) Torrend, 192(roteria, Bot.18, p. 127BasionymE : Polyporus rudisBerk., 1839 Ann. Mag. Nat.
Hist. 3, p. 323 [lEcTOTYPE: Tasmanie, « R. Gunn, ex herb. Sir W. Hooker 5] &J5anoderma rud€Berk.) Patouillard,
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1889,Bull. Soc. mycol. F15, p. 76]au sens large est signalé de nombreux pays tropi{ea c’est sous

ce nom que quelques auteurs identifient leurs r&sdassues du domaine Caraibe, comme on
le voit ci-dessus) mais il semble actuellement cegiles les récoltes paléotropicales
correspondent A. rudeau sens strict (le type est originaire de Tasmaaiers qu’il serait
préférable de conservéy. intermediumpour les récoltes néotropicales. C’est en tous cas
'option adoptée par Ryvarden (2004), que nousmwswolontiers en nous basant sur notre
expérience actuelle et sur les arguments qui semidaccumuler au gré des études
moléculaires en cours (C. Decoadgmm. per3d. Quoiqu’il en soit, les récoltes antillaises

futures devront étre décrites soigneusement pqorggr des éléments a cette discussion.

2) Genre GanodermaP. Karsten, 1881,Rev. Mycal[Toulouse] 3, p. 17.

a) Ganoderma amazonend¥eir, 1926,Bull. U.S. Dept. Agric1380, p. 84Lectorvre: Brazil,

Amazonas, Para, Cocal Grande, Spondias luteaans une plantation d¢evea brasiliensis« Weir », s.n. (BP1 62043)]

SPECIMENS EXAMINES: Martinique , Précheur, Anse Couleuvre. Sur grosse piece dge boi
mort, en forét mésophile secondaire agée. 27 iB.SW 59(LIP). Leg. S. Welti. Det. S.
Welti.

DESCRIPTION :

Chapeau spatulé ouelliptique vu de dessus, d’insertion latérale asSeaite, non stipité,

souvent bossu au point d’insertion, de petitedaib-6 cm de long, 4,5-5,5 cm de large, 1-1,8
cm d’épaisseur a la base et 0,3-0,5 cm vers laen&gnsistance non évaluée sur le frais
mais revétement rigide et cassant sur échantiéamn Surface mate, non vernissée, glabre,
marquée par des cernes concentriques et étroissrelef tres perceptible, 'ensemble étant
plutbt Iégerement cabossé ou chagriné que réellesiltonné concentriquement ; une grosse
excroissance prolonge la bosse du point d’attachéosite la longueur du chapeau et jusqu’a
0,5 cm de la marge sur I'un des échantillons, donfiBnpression qu’il s’agit d’un ancien

primordium tres allongé (40 x 13-18 mm) sous legqupbussé une autre couche piléique plus
plane constituant le sporophore récolté. Couleun lwhocolat a chatain moyen ou foncé par
cernes concentriques peu distincts, la marge n'gias spécialement plus claire, sauf a

I'extréme bord qui est étroitement jaune oranggdearu creme (cette couleur éventuellement
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limitée a la partie inférieure de la marge). Mawgepeu flexueuse, assez fine, voire aigué.
Stipe nul, mais l'insertion se fait par la face supéreewdtu chapeau et une partie du
sporophore peut esquisser un pied en continuité laveosse du chapeau a ce nivezhair
subéreuse, un peu compressible sur échantillon(mend I'empreinte de l'ongle, par
exemple), non zonée concentriquement, dépourvutute ligne sombre, de couleur tres
claire, beige pale a chamois péle ou café auléstparties supérieures étant les plus claires,
assez peu éepaisse : 3-9 nilyménophorelégérement convexe et parfois bosselé, de couleur
assez claire, ocre brunatre avec des zones ploétjas, brunissant au toucher. Tubes non
stratifiés, 3-7 mm de long, moutarde a cannelle,ale texture subéreuse a I'état frais puis
ligneuse au sec. Pores circulaires ou anguleugzassgiables et séparés par des dissépiments
fins pour le genre (d’ou un aspect un peu chatogini’hyménophore en faisant varier
incidence de la lumiere), relativement fins maiarfois assez amples pour le genre (2-3,

parfois 4/mm).

Figure 60 G. amazonens@/eir ; SW 59. Aspect morphologique des basidio(REgis
Courtecuisse)

Spores : 8-[8.2]-9 x 6-[6.25]-7 um (Q = 1.28), subsphériguesovoides, guttulées, les
échinules sont épaisses, longues et distantesadlgse avec la présence rare de crétes courtes
et sinueuses longitudinales au niveau de I'apdesEont de couleur brun clair au KOH 5%
presque jaune et beaucoup plus pales et hyalimaparé aux autres espéces de ganoderme
excepté les échinules qui possedent la couleurebnabituelle des autres ganodermes. Leur
aspect, hormis leurs ornementations, se rapproeheedx des spores dtumphreya.Les

piléocystides du revétement du chapeane sont pas différenciées comme peuvent |'étre
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celles des ganodermes laqués. Elles sont de coatangé au KOH 5% et I'ensemble du
revétement résulte de I'agglutination de I'extréndthyphes génératrices ou squelettiques, de
spores et d’autres débris fongiques baignant daesspece de résine qui donne a I'ensemble
une structure relativement compacte mais souplépdisseur est de 150 a 200 plres
hyphes du contextepeuvent étre séparées en deux groupes: certagrgslazges, de
diameétre x 3-5 um, aux parois épaisses (1-1,5 ymisigeur), les autres sont plus fines (< 2
pim), noduleuses par endroit, Iégérement sinuewmes,parois épaissies. Aucune hyphe
génératrice n'a été retrouvéees hyphes du dissépimensont hyalines et possedent une
paroi épaisse. On observe également deux typespliisy Tout d’abord, celle de type
arboriforme ou squeletto-ligative (Corner, 1988hdla partie proximale est rectiligne et de
diameétre égal environ a 4um, et ramifiées dansaldigdistale dont les extrémités sont
pointues, de diametre plus étroits égal a 1-1,5pus, sinueuses, noueuses parfois, aux parois
plus fines avec de faux septum, et dont I'apexpesttu. L'autre type d’hyphes est de nature
ligative (Corner, 1983), c'est-a-dire rectiligneépliisse au centre, dont chaque extrémité se
ramifie de maniere bilatérale pour former une aboence a I'image des hyphes squeletto-

ligatives.

Figure 61 : Ganoderma amazonen¥¢éeir ; SW 59. 1 = spores ; 2 = pipeipellis (1 bdkC=
pnm).



91

DiscussioN : Ce taxon est nouveau pour la Martinique ; iit&tannu de Grenada pour les
Petites Antilles, et de Jamaique et de Porto Ramar fes Grandes Antilles (Mintest al,
2001, p. 247). On le trouve également dans plusipays des Néotropiques (Moncalvo &
Ryvarden, 1997, p. 19), plus précisément au Bfd%l vient le type, révisé par Gottlieb &
Wright, 1999b, p. 1295) et au Honduras (Steya®801 p. 165), au Costa Rica (Carranza,
1993), en Colombie (Guzméet al, 2004 ; Ruiz & Varela, 2006), mais aussi des
Paléotropiques (Sierra Leone, Zaire : Steyaert,p. 166). Cette distribution afro-américaine
est assez intéressante pour étre soulignée maisl@lra étre confirmée par des études plus
fines, en particulier moléculaires (le séquencagends échantillons a malheureusement
échoué). Par ailleurs, des mentions en sont faiie&sie (Malaisie : Corner, 1983, p. 154, et
plus récemment Inde : Foroutan & Vaidya, 2007, ¥b)9mais Moncalvo & Ryvarder.¢.)
confirment le doute exprimé par Corner lui-mémel'sgentité des taxons malaisiens avec les
récoltes d’Amérique (et d’Afrique). Il semble prudele ne pas étendre I'aire de cette espéce
a I'Asie pour le moment, la courte description @egeurs indiens ne reprenant pas les
caractéres particuliers signalés par Corner (coydeune sous le revétement, dextrinoidie des
hyphes squelettiques), ce qui ne permet pas dehigardans un sens ni dans l'autre. En
suivant la clé de Ryvarden (2004), notre récoltepnee pas de probléme particulier de
détermination. Elle se range dans le sous-gBteeoderma Les petites spores de couleur
pale, aux échinules épaisses et espacees fornmasperités pariétales fines situées entre
'endo et I'exospore, le revétement piléique samganisation précise, ainsi que le contexte de
couleur café au lait ou ocre péle en sont des t@arsitiques convaincantes. Cependant, il faut
noter que Gottlieb & Wrightl.c.) donnent des pores petits (3-4/mm) et un disséptigeais,
alors que notre récolte présente des dissépimestpdur le genre, les pores étant, de ce fait,

de formes assez variables et parfois assez amples.

Il sera trés intéressant d’obtenir des séquencesedtaxon pour le positionner dans la
phylogénie dessanodermataceaeEn effet, certains caracteres semblent le rajpyerodes
Humphreyaet il pourrait s’agir d’'un représentant d’un taXgénérique ou infra-générique) a
isoler au sein de cette famille. La chair pale, $psres claires aux échinules tendant a
s’anastomoser, le revétement piléique particuient suffisamment originaux pour susciter

cette question.

— Ganoderma australéFr. : Fr.) Patouillard, 188®Bull. Soc. mycol. Fr5, p. 71
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BAsIONYME : Polyporus australig=r. : Fr., 1828 Elench. Fungl, p. 108 [Type perdu, décrit initialement de «iff@ac

Is. »]
Citations dans la littérature :

* Patouillardin Duss (1903) p. 35 [Guadeloupe, Basse-Terre ; Caopb] sur bois pourrissant &eunus

occidentaliset d’Artocarpus incisaDuss 115, 116, 124] ['].

* David & Rajchenberg (1985) p. 287 [Martiniqueqrét de Pointe Rouge, 10.1976 ; famille Martinel,
04.1977] ['].

SPECIMENS EXAMINES RELEVANT DE G. australes.L.: Martinique , Riviere-Pilote, Morne Aca.
Sur tronc mort, en forét sempervirente saisonnéherizon inférieur a horizon type. 30
novembre 2006SW 2(LIP) ; Leg. S. Welti. Det. S. WeltGuyane francaise Sinnamary,
Paracou, site de recherche du CEMAGREF, parcell&fy &ILUX. Sur gros tronc couché
mort, en forét méso-hygrophile secondaire. 27 &\2007.RC/GUY07.02E SW 1Q(LIP) ;
Leg. R. Courtecuisse. Det. S. WelBuyane francaise méme lieu, méme date. Sur tronc
couché mort et tres dégradé, en forét méso-hygmpbecondaire. 27 février 2007.
RC/GUYO07.03G= SW 11(LIP) ; Leg. R. Courtecuisse. Det. S. Welartinique , Précheur,
Anse des Galets. Sur arbre mort, en forét sempenersaisonniére tropicale secondaire. 30
aolt 2007SW 31(LIP) ; Leg. S. Welti. Det. S. WeltMartinique , méme lieu, méme date.
SW 32(LIP) ; Leg. S. Welti. Det. S. WeltMartinique , Précheur, Anse Couleuvre. Sur tronc
couché, en forét mésophile secondaire agée. 252808t SW 52(LIP) ; Leg. S. Welti. Det.
S. Welti. Martinique, Précheur, Anse Couleuvre. Sur tronc couché, eét fmésophile
secondaire ageée. 27 aolt 2088V 58LIP) ; Leg. S. Welti. Det. S. WeltMartinique , Le
Robert, Bois Pothau. Sur tronc couché mort, entforéso-xérophile. 30 aodt 2008W
58bis(LIP) ; Leg. S. Welti. Det. S. WeltiMartinigue, méme lieu et méme dat&wW
59bis(LIP) ; Leg. S. Welti. Det. S. WeltMartinique , méme lieu et méme dateW 62(LIP)

; Leg. S. Welti. Det. S. Welti.

DiscussioN : L'application de ce nom pose de nombreux probndéja discutés en partie
par Moncalvo & Ryvarden (1997). Le type est intralble ou détruit et on peut simplement
rappeler que les spécimens originaux proviennesilde du Pacifique ; ceci laisse planer une
grande incertitude sur la pertinence de l'usagec&lenom, d’'une part pour des récoltes
européennes (usage fréquent sur le vieux contowefe nomG. adspersurserait sans doute
préférable pour I'espéce dont il est alors quejtion d’autre part pour des récoltes

americaines. Le complexa&. australe(au sens le plus large) semble presque cosmogtlite
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renferme des taxons assez nombreux, dont ceramilent indiscernables sur la base d’'une
approche morphologique traditionnelle (voir Yeh,919 Yeh et al, 1994 — cités par
Moncalvo & Ryvarden, 1997). Les travaux de phylagénoléculaire en cours (C. Decock,
comm. perg.permettent déja d’isoler clairement deux taxoosrmotre aire d’étude. Nous
les décrivons de maniére détaillée ci-dessous,teatsfois les nommer pour le moment, afin
de permettre de les retrouver et d’en cerner phésiggment I'amplitude de variation
morphologique. Cette attribution de noms viendracalachevement des reconstructions
phylogéniques du groupe. A c6té des spécimens’mgicevent clairement dans ces deux
taxons, il nous reste un certain nombre de collestildes Antilles et de Guyane francaise)
gu’il n’est pas possible d’attribuer précisémentipme moment (soit que le séquencgage n’ait
pas été possible, soit que la position dans lekbgl@mmes disponibles ne permette pas de les
délimiter clairement, soit que les caracteres malgriques soient particuliers ou divergents
de 'ensemble des morphotypes connus) — voir ta tsdessus. De méme, il semble prudent
d’attendre la révision des spécimens de Duss ddaled (cités ci-dessus de la littérature)

pour attribuer plus précisément les récoltes saggpar ces auteurs.

b) Ganoderma colossur(Fr.) Baker, 1918,Cent. Fung. Malay5, p. 42

BAsIONYME : Polyporus colossubr., 1851,Nov. Act. Soc. Sci. Upsall, 12, p. 56 [LEcToTYPE: Costa Rica, Puntarena,

surCedrela odorata« A.S. Oersted, s.n. » (UPS)]Tomophagus coloss(Br.) Murrill, 1905,Torreya5, p. 197

= Polyporus flavescenbdlontagne, 1857Ann. Sci. Nat., BotlV, 5, p. 368][illeg., non Rostkov, 1848F Ungulina
flavescengMontagne) Patouillard, 190&ssai Tax. Hyméng, 103

Citations dans la littérature :
* Patouillard (1889) p. 340 [Martinique ; Duss X4%.n.Polyporus flavescery.

* Patouillardin Duss (1903) p. 35 [Martinique ; Saint-Pierre, DLid$— s.n.Ungulina flavescenfg].

Pas de récolte personnelle. Pour une descript@nRyvarden (2004, p. 78).

DiscussioN : en fonction des caracteres morphologiques discants (trés grandes spores,
piléocystides cristalliferes, entre autres) nousoas préféré adopter le genfemophagus
comme genre autonome et utiliser la combinaisorMderill pour ce taxon. Néanmoins,
I'espece se place dans les clades basaux de lbefa@sGanodermatacea@C. Decockpers.

comm), un groupe encore assez confus, dans lequetteegHumphreyaest aussi impliqué
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(voir discussion plus loin). Bien que la combinaismiginale de caractéres soit remarquable,
il est alors préférable de conserver I'espéce ttagenreGanodermas.l. pour le moment.

G. colossunest connu de diverses regions tropicales et subsigs (Ryvarden, 2000).

c) Ganoderma dussiPatouillard, 1899,Bull. Soc. mycol. Fr15, p. 198Lectorvre: Guadeloupe,

Basse-Terre ; Baillif, sur bois pourrissanfdacia lebeclet deCassia fistulaDuss 887 (FH)I!].

Citations dans la littérature :
* Patouillard (1899) p. 198 [Guadeloupe] [!].

* Patouillardin Duss (1903) p. 36 [Guadeloupe, Basse-Terre ; Bailir bois pourrissant Atacia lebeclet
deCassia fistulaDuss 134, 887] [!].

* Ryvarden (1983) p. 16 [Guadeloupe ; Duss 887 (RHgu 07.1898] — étude du type qui est stérile et

appartient au complexe @ lucidum[!].

SPECIMENS EXAMINES: Guadeloupe Petit-Bourg ; Leg. F. Lurel. Det. S. Welti.

Lectotype : Guadeloupe, Basse-Terre ; Baillif, bois pourrissant &cacia lebecket de
Cassia fistulaPuss 887, recu le 29 Juillet 1898 (FH).

Description

Le chapeaumesure de 7 a 15 cm de diametre, réniforme alaireua maturité avec une
variété de couleur organisée en zones concentrigiiasord de couleur noire ou trés sombre
au centre, puis brun-rouge a rougeatre a envirendemi largeur du chapeau, jaunatre en
périphérie puis blanchatre au niveau de la margeesjude forme obtuse et arrondie. Les
zones colorées ne sont pas bien délimitées et satrdg délaver au fur et & mesure que I'on
s’approche de la périphérie. La surface est prebsge et |égerement rapeuse en périphérie.
Le bourrelet en périphérie précédent la marge bizine et délavée est de faible amplitude
mais relativement large. Une substance résineuseldtre et bleutée recouvre en partie la
surface au centre du chapebe.stipe est excentré, 6 x 2 cm, de couleur brun sombregpie
noir, brillant et laqué, cylindrique et vaguemeatinleux (figure 65).
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La chair est de couleur cannelle brun péle, plus sombre ks tubes. Sa consistance est
douce et subéreuse et montre d'étroites bandesHh@ittes plus ou moins paralleles a la
surface du chapeau et a I’hnyménophore. Les tubsiscenirts (5 mm a proximité du stipe).
Hyménophoretendant a étre décurrent sur le stipe, préseqtaitjues bosses peu marquées,
correspondant a des zones de croissante interteeathair, une particularité également mise
en évidence sur des coupes, sur lesquelles lalinfiérieure de la couche des tubes peut étre
affectées d’irrégularités en raison de ce phénomkaesurface porée est de couleur ocre

chamois et le dissépiment est fin. Les pores semsek a trés denses (4-5/mm).

Les sporesfont environ 11 x 6,5 um (Q = 1,6-1,7), les parsist assez pales, étroites,
presque hyalines de couleur jaune dorée au KOHL®% piléocystidesde 'hyménoderme

sont rapidement et fortement amyloides. Leur foeseconique a la base puis cylindrique
élargie au sommet, ou simplement clavée. La pegtilée mesure 20-25 x 7-9 um, la paroi

s’épaissit a partir de la moitié supérieure pumsplkt les piléocystides sur leur tiers supérieur.

DISCUSSION :

L’'unique spécimen de Guadeloupe a été déterminésafgxamen du type de l'espece .
L’aspect morphologique de celui-ci est assez sireilg§excepté la surface porée encore
immature qui montre des pores en voie de formattaime surface porée un peu plus péle et
un peu plus jaunatre (voir figure ci-dessous la paraison de l'aspect du revétement
supérieur du carpophores du spécimen récolté etype). Les piléocystides des deux
spécimens ont présenté une amyloidie intense e&leragu Melzer. Malheureusement, les
spores du type sont trés rares au point que Rywardans ses commentaires, constate
gu’aucune spore n'a été vue. Pour notre part, geslgnes ont été observées mais sous forme
agglomérée et collapsée. Sur le spécimen récemméeoité, quelques spores ont été
observées, malgré son stade de développement enuoedure. Il est également regrettable
gu'aucune donnée moléculaire ne puisse soutemdr ickentification a I'neure actuelle. Nous
pensons toutefois que cette hypothése sera comfignéce a nos prochaines récoltes en

Guadeloupe.
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Figure 65 Ganoderma dusskat. ; Aspect morphologique de la surface supéridur

chapeau. A gauche : spécimen récemment collecte. parel en Guadeloupe ; a droite :
lectotype (FH) (S. Welti)

— Ganoderma lucidurfLeyss. : Fr.) P. Karsten, 188ev. Mycol[Toulouse] 3, p. 17

BasioNyME : Boletus lucidusLeyss., 1761Fl. Halensis p. 300 [NeoTyPE: W. Curtis, 1781,Fl. Londin, pl. 224
(iconotype désigné par Steyaert, 1962 )Polyporus lucidugLeyss.): Fr., 1821,Syst. Mycol.l, p. 353 [']= Fomes
lucidus(Leyss. : Fr.) Fr., 185NNov. Symb. Mycqlp. 61= Placodes lucidu¢Leyss. : Fr.) Quélet, 1888). mycol. Fr, p.
399 = Boletus laccatusTimm, 1788, Fl. megalop. Prodt. p. 269= Ganoderma laccatunfTimm) Patouillardin
Bresadola, 1932¢on. Mycol.21, p. 1004

Citations dans la littérature :
* Patouillard (1889) p. 340 [Martinique ; Duss 18]

* Patouillard in Duss (1903) p. 35 [Guadeloupe, Basse-Terre ; Vieark; Gourbeyre, Basse-Terre, sur
différents bois blancs, Duss 317, 721, 988, 10174] [

* David & Rajchenberg (1985) p. 286 [Martiniquear&t de Pointe Rouge, 10.1976] — avec mention de

I'appartenance de cette récolte au « complexeG.decidum[!].

DISCUSSION : on ne manquera pas de remarquer I'absence @eae dans la clé des especes
néotropicales a chapeau laqué de Ryvarden (208Qjuiclaisse a penser que le spécialiste

norvégien considere I'espéce comme absence de régfittn du monde. Cet avis coincide
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avec les conclusions d’études précédentes (Moncahal, 1995). Il semble plus prudent

d’éliminer ce nomdes listes d&anodermataceaantillaises.

— Ganoderma lucidunvar. badium Patouillard, 1899Bull. Soc. mycol. Fr.15, p. 199
[Holotype : ] ['].

Citations dans la littérature :
* Patouillard (1899) p. 198 [Guadeloupe ; sur d#féts arbres, mais surtout sur citronnier] [!].

* Patouillardin Duss, 1903, p. 36 [sans localité] ['].

DiscussioN : la courte description, telle que reprise parc@edo (Saccardo & P. Sydow,
1902 : ‘Pileo sessili v. substipitato, convexo, parum nitidadio, margine albo; poris albis,
dein umbrinis, angulosis, prima aetate fimbriatishulis brunneis, trama molli, vix colorata;
sporis ellipticis, echinulatis, 10 x"6est trés vague et ne permet par une interpoétati
moderne de ce taxon. Les difféerences mises en avnare la variété et le type sont le chapeau
moins brilliant et les couleurs plus sombres. Llége est aussi imprécise (fatruncos
arborum diversaruri), et il n’est pas possible de maintenir ce taxtams un cadre révisé

selon des criteres actuels, en attendant la révéin éventuel matériel authentique.

d) Ganoderma mangifera€Léveillé) Patouillard, 1890,Bull. Soc. mycol. Fi5, p. 74

BAsIONYME. : Polyporus mangiferakéveillé, 1846 Ann. Sci. Nat., Botll, 5, p. 130 [LEcTOTYPE: Tahiti, Mahe Island,
« M. Perville 1841 » (PC) — voir discussion]

Citations dans la littérature :

* Patouillardin Duss (1903) p. 36 [Guadeloupe, Basse-Terre ; Bsge; sur racine pourrie déangifera
indica, Duss 119] [1].

Pas de récolte personnelle.

DISCUSSION : Les connaissances actuelles sur ce taxon neeftemhpas de conclure sur le
fait qu’il s’agisse d’'une espece autonome. Sonireigeographique peut étre attribuée sans
ambiguité aux Seychelles (ou se situe Mahé, conenpadcise Léveillé lui-méme pour une
autre espece dans la méme publicatiodexagona cyclophotaa la p. 143) et non pas a
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Tahiti (comme indiqué par ni si son aire d’'indigéast large sous les Tropiques. N'ayant pas
pu consulter la description originale de Léveilléest méme difficile d’affirmer I'origine
géographique précise de ce taxon. Il s’agit vraldeblement d’'un ganoderme décrit des
Seychelles (ou se situe I'lle de Mahé) et non deitTécomme indiqué par Moncalvo &
Ryvarden, 1997). D’autres spécimens des Seychéitpsent dans I'herbier BR. Les
mentions sont rares dans la littérature : Lloyd1@,91917), cité par Ryvarden (2004) la
signalerait de plusieurs pays africains, dont Madagr ; Chipp (1921), cité par Corner
(1983) de Malaisie, Bresadola (1932, pl. 1010)luktre et le cite des Seychelles et des
Mascareignes. Si on accorde crédit a Patouillardeegui concerne la présence de I'espéece
aux Antilles, elle aurait pu y étre introduite aven supportMangifera indica une plante
originaire du domaine indo-malaisien (Fournet, 20021050). Nous la conservons dans la
liste des ganodermes antillais jusqu'a plus ampl@riné et bien qu’elle puisse étre
d’autonomie douteuse. La description originale @ik&, 1846) est la suivante Plleo
suberoso-lignose sessili semi-orbiculari vel acor@bus elongato nudo sulcato postice fusco
antice lurido, margine patente obtuse sterili, gomngulatis ochroleucis obtusis, intus
concoloribus, cotextu fulvo. — Hab. Mahe, ad trumdtangiferarum Pervillé (Herb. Mus.
Par.)” and assorted with the note : “Obs. Chapeau tmgace, presque ligneux, d’abord
semi-orbiculaire, puis allongé, par suite des dssements qui se font en avant ; il est épais
de 1 a 2 centimétres au point d’insertion, et diraien avancant vers la marge, qui est épaisse

et obtuse. Les pores sont petits, d'une coulews pille que celle du chapeau.”.

e) Ganoderma martinicens®&Velti & Courtecuisse,nom. prov.

SPECIMENS EXAMINES: Martinique, Trinité, lieu-dit Tartane, bois de Pointe Roudebre
couché ; forét sempervirente saisonniere tropicit®rizon inférieur. 21 aolt 200B6W
27 (LIP) ; Leg. S. Welti. Det. S. WeltiMartinique, Le Robert, Bois Pothau. Sur tronc
couché mort dénga lauring en forét méso-xérophile. 24 aolt 2088V 44(LIP) — séquence
MCU GSP44 lucidum-like ; Leg. C. Lechat. Det. C.cbek.Martinique , Case-Pilote, Morne
Venté. Sur tronc couché de t¢laematoxylum campechianuem forét méso-xérophile. 25
aolt 2008.SW 49(LIP) — séquence MCU GSP49-I lucidum-like ; Leg.\8elti. Det. C.
Decock. Martinique , Trinité, lieu-dit Tartane, bois de Pointe Rou§ew souche, en forét

sempervirente saisonniere tropicale d'horizon iefgr 26 aolt 200&W 55LIP) — séquence
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MCU GSP55pseudo ; Leg. S. Welti. Det. C. Decddhrtinique , méme lieu et méme date.
SW 57(LIP) — séquence MCU 51557gano ; Leg. S. Welti.. QetDecock.

DESCRIPTION: (SW 5%

Chapeau (figure 72) réniforme a semi circulaire, stipitéthm-pleuropodal et d’insertion
latérale, de taille variable, par exemple 5 cm dgegtion pour un diamétre de 6 cm sur un
petit spécimen et jusqu’a 20 cm de projection poudiamétre de 30cm pour le plus grand.
Consistance ni flexible ni rigide mais légeremeoinpressible, le revétement cédant a la
pression du doigt. Surface brillante, vernisséaylabre, globalement plane a Iégérement
concave, mais bosselée par des bourrelets amptesrtBde largeur) et concentriques sur les
2/3 du chapeau en partant de la base, tandis quérilghérie présente des bosses également
concentriques, peu marquées et de faible amplitddeplus, les bourrelets sont compliqués
par de nombreux plis ou stries radiales. Couleyortaire brun-rouge avec quelques reflets
bleutés discrets, brun orangé vers la périphérie gure et enfin blanc au niveau de la marge
qui est fine et légérement ondulée, parfois lohutBépaisseur variable selon la taille des
spécimens de 0,5 a 2 cBiipe en forme de pied de vigne, jusqu'a 12 x 3 cm, ws@Chair
brun cannelle uniforme, avec un liseré de coulefiraa en dessous de la surface piléique,
d’épaisseur variant de 1 a 0,5 cm, marquée en d@unsur toute I'étendue du chapeau, par
un faisceau de substances mélanoides étroit edndiisa, dur et compactlyménophore
plan, blanc, brunissant au toucher et présentantefets vert bleuté lorsqu’il est plié. Tubes
longs de 1-0,5 cm, brun chocolat. Surface poréendék vers la marge par un bourrelet ocre
brun, vernissé, correspondant au recouvrement dmdege par le revétement piléique,
Sécrétion importante de résines a la surface dess i sont fins (5 / mm), de forme tres
variable (circulaire, quadrangulaire, triangulaiet) séparés par un dissépiment assez fin.

Odeur de pain brioché.
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Figure 72 :Ganoderma martinicens@/elti & Courtecuisse; SW 44. Aspect morphologique
des basidiomes (S. Welti).

Figure 73 :Ganoderma martinicens®Velti & Courtecuisse ; SW 55. 1= spores; 2 =

piléocystides du revétement hyménodermique. (LtrdD pum) (S. Welti del.).

Spores(figure 73) 10-[10,9]-12 x 5-[6,05]-7 um (Q = 1,8®@u 9,5-[10,05]-11 x 6-[6,44]-
7um (Q = 1,56) $W44), ovo-amygdaliformes, ovoides-oblongu&M 44, tronquées au
niveau de I'apex, brunes au KOH, le myxosporiunsiague I'endospore étant opaque, tandis
gue le sporothécium est hyalin, peu guttulées.iFi@ement échinulée, faiblement rugueuse,
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les échinules, courtes, d’épaisseur moyenne, vehatnt dense, ayant I'extrémité arrondie.
Revétement piléique (figure 73) hyméniforme, a hyphes terminales daavéet lisses,
pyriformes mais plus généralement cylindriques soe courte longueur (env. 25 um —
jusqu'a 40 um$W 49), x 6-9 um au niveau de la partie clavée ; te¥ement et courtement
diverticulées a la base et peu souvent bossuemnamet. La couche de résine a l'intérieur des
cellules au niveau de 'apex est visible et aboteldres piléocystides ne sont pas amyloides.

De nombreuses boucles sont observées.

DiscussioN: Cette espéce est affineG multipileumG. Hou, 1950J]. Taiwan Mus3, p.
101-104 multipiled). G. multipileuma été démontré représenter les spécimens d'Asie
tropicale dénomméS. lucidumjusqu’ici (Wanget al, 2009). Il semble tres improbable que
ce taxon asiatique (connu de Taiwan, des Philigpeted’Inde) soit présent aux Antilles.
Nous pensons gu’il s’agit ici d'un vicariant, pdarmoment repéré seulement en Martinique.
Notre espece se différencie d& tuberculosumpar des spores finement échinulées,
oblongues, des piléocystides courtes, de formadtjue. En revanche, elle se rapproche des
spécimens désignés sous le nomGdanultipileum apparentés aG. lucidumtaiwanais par
Wang et al. (2009) et qui sont monophylétiques avec le spétimdien X87351, dont la

séquence ITS peut étre retrouvée sur GenBanK (gfig8).

f) Ganodermaneogibbosum/elti & Courtecuisse, nom. prov.

SPECIMENS EXAMINES: Martinique, Précheur, Anse Couleuvre, en direction de I'Anse
Lévrier. Sur Artocarpus altilis en forét mésophile secondaire agée. 16 aolt 2807.
28 (LIP) — séquence MCU 49469 ; Leg. S. Welti. Det.B&cock.Martinique , Précheur,
Anse Couleuvre. Sur tronc couché mort, en forétopiéiée secondaire agée. 2 septembre
2007.SW 37(LIP) — séquence MCU 49484 ; Leg. C. Lécuru. mxtDecock.Guadeloupe
Petit-Bourg, Trace Merwart. Tronc couché mort, @éf mésophile secondaire. 12 aolt 2008.
SW38 (LIP) — séquence MCU GSP38gibbo ; Leg. S. W&ltR. Courtecuisse. Det. C.
Decock. Guadeloupe Sainte-Rose, Sentier des Contrebandiers. Surhepuen forét
meésophile secondaire. 15 aolt 2088V 41LIP) — séquence MCU GSP41-l ; Leg. S. Weli.
Det. C. DecockMartinique , Précheur, Anse Couleuvre. Sur tronc couché, &t foésophile
secondaire agée. 25 aolt 2088V 53LIP) — séquence MCU GSP53-1 ; Leg. S. Welti. Oet.
Decock.
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Figure 62 Ganoderma neogibbosuviielti & Courtecuisse ; SW 37. Aspect morphologique

des basidiomes (C. Lécuru).
DESCRIPTION :

Chapeau ®ssile ou dimidié, parfois stipité et d’'inserti@érale, semi-circulaire ou presque,
de taille variable : 9-18 cm de longueur, 10-29 denlarge, 1-5 cm d’épaisseur a la base et
0,6-1,5 cm d’épaisseur vers la marge. Consistancaoe ligneuse, non flexible et non
compressible, le revétement cédant difficilementd @ression du doigt. Surface plane puis
plan-convexe en séchant ou au contraire incurvé@ésiphérie, mate et glabre, parfois
pruineuse et saupoudrée d'une abondante sporéesel®esou portant des bosses
concentriques larges et espacées a la base, derplplsis étroites et serrées en périphérie ;
des bosses secondaires radiales marquent les idesixki chapeau en partant de I'insertion,
qui est pourvue d’un tubercule assez peu marqué pmivant atteindre 3 x 3 cm. La marge
est aigué, ondulée et légerement couvrante. Cogkngrale brun café au lait avec des zones
sous jacentes innées d’un brun plus sombre, bronotét ou brun moutarde (il est parfois
nécessaire de brosser le chapeau pour éliminespeses avant de pouvoir évaluer ces
tonalités), concentriques et étroites, brun chdcalamaturité. Marge blanche et aigué,
immédiatement soulignée d’'une zone ocre clair fag&tipe absent ou bien développé,
lorsqu’il est présent, en continuité avec le chapeiaformant le premier relief concentrique
de la face supérieure du chapeau, jusqu'a 13 x Atamueux et coriace comme un cep de

vigne, concolore au chapedChair subéreuse, fibreuse radialement, marquée de nosdseu
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incrustations de substances mélanoides, noiresrieces, sous forme de ponctuations ou de
stries radiales a la base et qui se projettent ériplpgérie en deux bandes paralleles au
revétement piléique, de couleur safran juste awsalssdu revétement sur une zone tres
étroite, brun cannelle jusqu’au premier liseré rdirebrun chocolat a brun-rouge jusqu’aux
tubes, d'épaisseur variable: 0,3-0,4 cm en péripha 2,2-3 cm au point d’insertion.
Hyménophore blanc en surface mais ocre au niveau de la margeissant au toucher et en
séchant, et prenant facilement I'empreinte digjtdkcurrent sur les formes stipitées. Tubes
brun chocolat noir avec des marbrures blanches?,@,8m de long, de texture subéreuse puis

dure en séchant. Pores circulaires, 6-7 /mm.

Figure 63 :Ganoderma neogibbosulVelti & Courtecuisse ; SW 37. 1 = spores ; 2 =

cellules du revétement (1 bar = 10 um) (S. Welt)de
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Spores(voir figure 63) 8-[8,75]-9 x 5,5-[6,025]-6,5 umW628), 8-[8,52]-9 x 5-[6,19]-7 um
(SW 37), elliptiques, tronquées au sommet, de coykune brun doré, guttulées, a double
paroi portant des échinules larges, longues etdesises (apparence faiblement rugueuse),
parfois alignées longitudinalement, chaque ligmaldant reposer sur des faisceaux paralléles
au grand axe ; I'endospore ainsi que le myxosporgont opaques au KOH 5%, le
sporothécium ou exospore est hyalRevétement piléigque (voir figure 63) coriace, a
extrémités hyphales pointues ou arrondies, d’imégtion difficile sur certaines préparations
mais parfois visiblement squelettigue ou génémitriSur la partie apicale des hyphes
squelettiques a paroi épaisse, des appendicesn$yaliparoi fine, délimités par un faux
septum se développent. Les hyphes génératricephmntarges, plus ondulées, en forme de
bouteille, a paroi trés fine, conservées certaimemar la présence d’'une cire compacte et
épaisse. Extrémités souvent hyalines ou brun-jalané, imprégnées d’une cire de couleur
brun-jaune. Boucles observées sur certaines ptép@a Le revétement est de type
anamixodermique car tous les éléments cellulaiogd B plus souvent imprégnés dans la
cire ; cependant au centre du chapeau, les pré&nsmeuvent montrer certaines extrémités
hyphales a paroi épaisse, de type squelettiquéjques au dessus du dépdt de ditgphes
squelettiquesde type arboriforme, a partie basale x 4-5 pnatiligne, a paroi épaisse, brune
et a partie distale ramifiée, torsadée, aux exté@npointues, la paroi restant épaisse, excepté
dans certaines zones apicales généralement hyagérealement séparées par un septum
secondaireHyphes ligativesde typeBovista(?) en faible quantité, x 1- 2 um, ramifiées et
torsadées, hyalines, a paroi fine et portant detmsésiduels. Les hyphes de type arboriforme
sont moins nombreuses lorsque 'on s’éloigne deéldphérie et laissent place a des hyphes
squelettiques plus traditionnelles, rectilignespeu ramifiées.Hyphes du dissépiment
réunissant les mémes types de populations hyphaéesdans une proportion différente : les
hyphes hyalines de typBovista s’intercalant entre les hyphes de type arborifoisnat
beaucoup plus nombreuses et les ramifications iplpsrtantes. Dans la lumiere des tubes
ont été observés, parmi un vaste réseau d’hyphabnby enchevétrées et ramifiées, de
nombreux renflements correspondant a de grossessdaglures d’hyphes squelettiques

avortées ou non (figure 64).
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Figure 64 :Ganoderma neogibbosuwiielti & Courtecuisse ; SW 28. Vésicules retrouvaes

niveau du dissépiment (1 Bar = 10 um) (S. Welti)det

DiscussioN : G. gibbosumau groupe duquel notre espece nouvelle apparéshtn taxon
asiatique cité de Javpr(ncepg, de Chine (Zhaet al, 1983), du Viet-Nam (Parmasto, 1986)
et peut-étre d’Australie (Saccardo, 1888).neogibbosunen est un parent antillais, d’'aprés

les analyses phylogénétiques préliminaires.

g) GanodermaarvigibbosumwWelti & Courtecuisse,nom. prov.

SPECIMENS EXAMINES: Martinique , Case-Pilote, Morne Rose. Sur racine enterrédorét
hygrophile. 15 aolt 20068W 22LIP) — séquence MCU 49455-1 ; Leg. S. Welti. Dét.
Decock.Martinique , Précheur, Anse Lévrier. S@ocos nuciferatété, en forét mésophile
secondaire agée. 2 septembre 2@W. 35(LIP) — séquence MCU 49473 ; Leg. C. Lécuru.
Det. C. DecockMartinique, Trinité, lieu-dit Tartane, Bois de Pointe Rou@air grosse
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souche, en forét méso-xérophile. 26 aolt 280854 (LIP) — séquence MCU 51564 ; Leg. S.
Welti & R. Courtecuisse. Det. C. Decock.

DESCRIPTION (SW 22SW 3%:

Chapeau sessile et largement attaché au support (sur b par exemple) ou stipité
latéralement $W 22, réniforme a base lobée, de taille variable, @aemple 15 cm de
diameétre, 12 cm de projection, 2,7 cm d’épaissayséiphérie et 4 cm a la base. Consistance
ligneuse, ni flexible ni compressible, le revétetm¥dant difficilement a la pression du doigt.
Surface lisse et plane a bosselée, mate, |égerestigna plissée radialement et parfois assez
profondément vers le point d’attache, zonée comicer@ment par de larges bosses de faible
amplitude, concentriques (environ 2 mm de largegisrmarqué d’un sillon concentrique en
périphérie ou portant quelques bosses concentrgjlusdarges, par exemple la premiére vers
6 cm du point d’attache, la seconde vers 7 cm (@yubhacune mesurant 0,5 cm de large,
précédant des bosses marginales de moindre ampl{itets 0,3 cm de large). Couleur
alternant le brun café ou chocolat au brun-noimaaiére concentrique sur des cernes plus ou
moins étroits, ce qui accentue l'impression de t#ona Marge obtuse et recouvrant
I’lhyménophore sur 0,2 cm, parfois tronquée perpmidirement aux surfaces piléique et
porée, stratifiée sur 2,5 cristipe greffé par le dessus sur le chapeau, d'insertdérdle,
cylindrique, 2,5 x 1,8 cm, coriac€hair subéreuse, brun chocolat de maniere homogene mais
parfois avec un fin liseré terre de Sienne sougsVétement, marquée de zébrures résineuses
longitudinales organisées en deux bandes paraligtéstillées a discontinues, partant de la
chair profonde du stipe vers la périphérie, d'é&ms variable, 0,3-1,4 cndyménophore
creme, taché de brun, brunissant au toucher (préearpreinte digitale) et jaunie ou grisatre
en séchant. Tubes non stratifiés, d’insertion l&gent oblique par rapport a la chair, longs de
0,5-0,9 a 2,4-2,7 cm, de couleur brun Van Dyckcales marbrures blanches, de consistance

subéreuse a presque ligneuse.

Les observations microscopiques effectuées sur dgecimens n'ont pas révélé de
différences significatives avec le précédent ta®amodermaaustralel. Les spores ainsi que

le revétement sont identiques.

DiscussioN : dans I'état actuel des recherches, ce taxon Ises#htrouver aussi bien sur
Pinus caribaeaaux Grandes Antilles (Cuba, C. Decockmm perg.que sur divers substrat



107

aux Petites Antilles, dont deBrecaceae(palmiers) pour ce qui a pu étre identifié.
L’inféodation aux substrats, en particulier lesréax, semble assez forte, d’apres les études
qui établissent les corrélations entre donnéesaulaiges et écologiques (en particulier Hong
& Jung, 2004) et il peut sembler surprenant qugroeape fasse exception. Il est possible que
de nouvelles récoltes soient nécessaires poursgrédes groupes d’affinité, qui ameneront
peut-étre a la reconnaissance d’autres taxonsclistians ce groupe.

h) GanodermapulverulentumMurrill , 1908,N. Am. FI.9(2), p. 121LecToTvrE La grenade, Les
Antilles, “W.E. Broadway, 4 sept., 1905 (NY), surmohineel séché]

SPECIMENS EXAMINES: Martinique , Trinité, lieu-dit Tartane, Bois de Pointe Rou§er tronc
mort couché dénga lauring en forét sempervirente saisonniere tropicalersaioe dans
son sous-type d'horizon inférieur. 12 aolt 208W 12(LIP) ; Leg. S. Welti. Det. C.
Decock.

LECTOTYPE La grenade, Les Antilles, “W.E. Broadway, 4 sepf05 (NY), sur manchineel

séché

DESCRIPTION(SW 12:
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Figure 66 :G. pulverulentunMurrill ; (SW12.Aspect morphologique des basidiomes (C.

Lécuru)

Chapeaulobé étoilé a la base, d’'insertion latérale, stiplus ou moins longuement, souvent
bossu ou déprimé au point d’insertion, de taillgalde : 5-24 cm de long, 7-25 cm de large,
1,2-2,5 cm d'épaisseur a la base et 0,5-1 cm varsnarge. Consistance flexible et
compressible, a revétement cédant a la pressidoidti Surface brillante, vernissée mais tres
mate lorsqu’il y a accumulation de spores a lass@f et laissant apparaitre, au grattage, une
couche sous-jacente jaune safran ; glabre, pldosselée et souvent marquée par la présence
de bosses concentriques et de nombreux plis, egtmissances radiales qui lui donnent un
aspect buriné, voire boursouflé. Couleur rougeuarig rouge-brun le plus souvent, devenant
ocre rouge a ocre en périphérie sur une faibleelarguis blanc au niveau de la marge.
Lorsque le chapeau est recouvert de spores, sauroest brun-rouge. Parfois le centre du
chapeau est recouvert d’'un givre bleu métalliguead’excés de résine. Marge flexueuse,
lobée-imbriquée, aigué ou avec un léger bourrddesda jeunesse (figure 663tipe court,
parfois presque nul, en forme de cep de vignendsdicé tortueux, flexueux, élargi au
sommet, de taille variable : 0,3-0,8 x 0,5-3cm @oie au chapeau, coriace, vernisSRair
subéreuse, molle a I'état frais, puis durcie ema@t; zonée concentriquement, brun chocolat
mais ocre-jaune dans le tiers supérieur et sudighén fin liseré jaune safran sous la surface
piléique, d’épaisseur variable : 0,8-1,8 cm a Isebet 0,3-0,5 cm vers la marge, parcourue de
zébrures fibreuses radiales ou ponctuée de sulestamélanoides partant de la chair du stipe
et prolongées sur la moitié de la longueur du chageyménophore Iégérement convexe et
bosselé, inexistant par endroits, ce qui lui canféne coloration blanc argile ponctuée de
spots brun foncé, brunissant au toucher, puis janrgéchant. Tubes non stratifiés, 0,5-1,2 cm
de long vers linsertion du chapeau et 0,3-0,4 @msJa marge, brun chocolat avec des
marbrures blanches, de texture subéreuse a Itétatduis ligneuse au sec. Pores circulaires a
alvéolés, fins (4-5/mm).

Spores (figure 67) 11-[11,26]-12 x 6-[6,76]-8 um, ovoideklongues, tronquées, guttulées,
de couleur brun doré, avec I'endospore et le myssm opaques et le sporothécium hyalin
peu apparent; apex gardant sa convexité. Aspedh drirface semi-rugueux, avec des
échinules longues, semi-épaisses et relativemeatcéss, parfois allongées en forme de créte
courte ou en forme de serpentiRevétement piléique (figure 67) a hyphes terminales
palissadiques, amyloides, cylindrigues ou de foooeique mais clavées ou élargies au

niveau de I'apex, dorées et hyalines, parfois éargu sommet et gorgées de cire ; longueur
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de la partie clavée : 35-40 um, diamétre de lagaphérique au niveau apicale : environ 10
pm. Hyphes squelettiquegfigure 67) rectilignes dans la chair, lachememifiges, brunes

au KOH 5%, mélées d’hyphes hyalines, tres ramifi@egsentant des septa secondaires ou
traces d’ancien septa, ce qui correspondrait, s€lmmer, a des hyphes ligatives de types
Bovista Dans la trame, la partie apicale des hyphesrbstitorme, alors que la partie basale
reste rectiligne. L'extrémité des ramifications estuvent tordue, noueuse, enchevétrée,
parfois hyaline avec présence de septum secondair&ote la présence de nombreux brins
d’hyphes, court, hyalins, ramifiés et torsadés sntabsence d’hyphes génératrices ne permet
pas de savoir s'il s'agit d’extrémités apicalesyghes squelettiques de type aboriforme, ou
s'il s’agit d’hyphes ligatives. L’'absence d’hyphgénératrices ne permet pas de faire la
distinction, lorsque des brins isolés sont cowalins et ramifiés, entre la partie apicale des

hyphes squelettiques de type arboriforme et lebégyigatives de typBovista

Figure 67 :Ganoderma pulverulentuMurrill ; SW 12. 1 = spores; 2 = revétement
hyménodermique, piléocystides ; 3 = hyphes squmlets du contexte ; 4 = extémité apicale
des hyphes du dissépiment (voir texte). (1 bar grb) (S. Welti det.).

DiscussioN : L'amyloidie ainsi que l'aspect globalement cylilque des piléocystides de
’hyménoderme sont des éléments de diagnostic guingttrait de classer l'espece.

pulverulentuma proximité des cladegsinaceunetlucidum Cette espece se distingue ainsi
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de G. tuberculosunpour lequel les piléocystides sont strictementéda et non amyloides.
Elle se distingue également @anoderma martinicens&tué dans le cladgopicum?2 (SW

55) pour lequel aucune amyloidie n’a été décel&dhdervation du type dé. pulverulantum
(NY) nous permet d’affirmer que les spécimens del3\W&ppartiennent a cette espéce : sur
les deux spécimens nous retrouvons d’'une partsp@®s qui conservent leur convexité au
niveau de I'apex et qui possédent a leur surfaceadetes crétes légerement sinueuses, et
d’autres part des piléocystides courtes (30-35 pdm)forme globalement cylindrique
possédant des excroissances au niveau latéramxlet Iégérement amyloides. L'amyloidie
des spores du type est Iégérement plus accent@azeIW12. L'aspect macroscopique est
aussi relativement identique avec son chapeau owé, Zrrégulierement bossu, pulvérulent en
surface, ses pores et la structure de sa chaieramnitt des zones trés pales. De plus, le fait que
le type ait été décrit des Caraibes est un poipplémenaire permettant de confirmer
identité de SW12 bien que les substrats soierftémints Hippomane mancinella
Euphorbiaceagour le type). Plusieurs auteurs considérent xent@omme étant synonyme
de G. resinaceuntBazzalo & Wright, 1982; Ryvarden, 1985, 2000 ;rdalvo & Ryvarden,
1997) bien que les particularités @e pulverulentundécrites ci-dessus ne correspondent pas
et que notre expérience sur ce taxon européenjsacsgur des spécimens de nos collections,
ne permettent pas d’admettre cette hypothese. Madheement le séquencage de nos

spécimens n’a pas fonctionné.
— Ganoderma sp.
Citations dans la littérature :
* Minter et al. (2001)p. 249, 750 [Guadeloupe, Basse-Terre] [!].

DiscussioN : cette mention issue de la compilation de Mirgeral. (l.c.) ne peut étre
interprétée, faute de description.

i) Ganoderma stipitatun{Murrill) Murrill , 1908,N. Am. FI.9(2), p. 122

BASIONYME. : Fomes stipitatunMurrill, 1903, Bull. Torrey Bot. CI1.30, p. 229 [[EcTOTYPE: Nicaragua, sur bois mort,
« Smith s.n. » (NY)]

= Ganoderma parvuluriMurrill, 1908, N. Am. FI1.9(2), p. 123

= Ganoderma bibadiostriaturBteyaert, 196Bull. J. bot. Belg31, p. 99.
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Citations dans la littérature :

* Ryvarden (2000) p. 189 [Guadeloupe, Basse-Tek.d_urel, 05.1997] ['].
SPECIMENS EXAMINES: aucun spécimen des Antilles.

Guyane francaise Sinnamaray, parcelle de terrain expérimental€dRAD a Paracou. Sur tronc mort couché.
Le 26 Février. RC/GUY07.029 Leg. R. Courtecuisse; Sinnamaray, méme endroit. Aril 2008.
RC/GUY08.021 Leg. R. Courtecuisse. Les deux spécimens ontdétérminés (det. Welt)) commé&.

subfornicatum (LIP).

Honduras britanique: Ganoderma stipitatun{det. W.A. Murrill), M.E. Peck (NY) [identifié comm G.
lucidumpar Ryvarden (1995) et comr@e stipitatumpar Torres Torres (2008].

?USA (Virginie): Ganoderma stipitatunidet. W.A. Murrill), Mountain forests of Annandalé/.E. Broadway,
Fevrier et Mars, 1906 (NY) [identifié comn& lucidumby Ryvarden (1995) et comn@& stipitatumby Torres
Torres (2008].

LecToTYPEde Fomes stipitatusdurrill : Nicaragua, sur arbre mort, “Smith s.n.” (NY)

LecToTYPEde Ganoderma subfornicatuMurrill : Belize, sur abre mort, “M.E. Peck, 1906” (NY)

Pour une description, voir Ryvarden (2000, p. 189).

DiscussioN : Décrit du Nicaragua (Murrill) et connu du Hondsrbritannique (Murrill,
1908), du Brésil (type d&. bibadiostriatumet Rajchenberg & de Meijer, 1990sn. G.
parvulun), du Pérou du Vénézuéla.i. G. bibadiostriatumSteyaert, 1980), du Costa Rica,
du Surinam et de Bolivie (Steyaert, 1986.hr. G. stipitaturn Seul Murrill (1908) signale ce
taxon dans la Caraibe, a Grenada. Les spécimensirgda comportent une collection
supposée provenir des Etats Unis, mais la locAlitéandale pourrait se situer ailleurs. La
synonymie proposée par Ryvarden (2000, p. 189) yaigemblablement étre discutée entre
les trois taxons. Bazzalo & Wright (1982) donnees différences (densité des pores et
couleur du contexte) entf&. parvulum and G. bibadiostriatugt Steyaert (1980) inscrit les 3
especes dans le compleggarvulum.Par conséquent, dans le cas ou les trois taxaraese
pas conspécifiques, il est impossible, sans unisioévdes collections impliquées, de savoir
laquelle de ces 3 especes se trouve effectivemenGuadeloupe. Plusieurs spécimens
identifiés commeG. stipitatumont été recus de New York. lls ont été révisés pares
Torres et leur nom a été confirmé, bien que Ryvardi conclu gu’ils pouvaient étre
identifiéess comme G. resinaceum(Ryvarden, 2000, p. 188). Ceci est un argument

supplémentaire pour étre prudent au sujet de lsepae de ce taxon en Guadeloupe. Les
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spécimens récoltés par Régis Courtecuisse en Guyangaise, identifiés en premier lieu
comme appartenant a l'espe€ stipitatum, ont été redésignés par la suite comme
appartenant ou étant proche de I'esp@&cesubfornicatumlL’examen du type a permis de
montrer de nombreuses similitudes morphologiquescfmet microscopique) entre le type et
les spécimens de Guyane. Dans ce cas de figute, egpece serait nouvelle dans cette

localité.

] ) Ganoderma subamboinengélenn.) Bazzalo & Wright, in Moncalvo & Ryvarden, 1997,
Synopsis Fungorurhl, p. 83 [!]

BasioNYME. : Fomes subamboinendienn, 1904Hedwigia43, p. 175 [lEcToTYPE: Brazil, “Ule 2748” BR, S]

SPECIMENS EXAMINES: Martinique , Précheur, Anse Couleuvre, sentier de la cascada d
riviere Couleuvre. SuArtocarpus altilis en forét mésophile secondaire agée. 13 aolt 2007.
SW 17(LIP) — séquence MCU C494531 ; Leg. J.-P. Fiardt. . DecockMartinique,
Riviere-Pilote, Morne Aca. Sur tronc couché mont ferét méso-xérophile. 14 aolt 20&XV

19 (LIP) ; Leg. S. Welti. Det. S. Welti.

DESCRIPTION(SW17, SW19)

Chapeau emi-circulaire, dimidié, jusqu'a 14 cm de diamewe 8 cm en projection,

I'épaisseur variant de 2 cm a la base a 0,8 cm lemarge. Face supérieure légerement
bombée au point d’insertion, portant des striegatas sur la moitié basale et non zonée, bien
gue portant plusieurs bourrelets concentriques urasrts de légers sillons également
concentriques répartis sur tout le diametre. Sarfese, glabre, brillante (vernissée), de
couleur brun-rouge, nacrée sur un tiers de la sarfaar un dépdt de résine d'un bleu
métallique. Marge obtuse, |égerement incurvée atbianche pour ce spécimen (figure 68).
Chair bicolore, de consistance liégeuse, épaisse dend®la base et amincie jusqu’a 0,3 cm
vers la marge, creme sur la moitié supérieurewgt bhocolat vers les tubes, parcourue par un
fin liseré continu de la base vers la périphérienstitué probablement de substances
mélanoidesHyménophore Iégérement concave, a surface porée jaune beigeisbant au
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toucher, marquée par des crevasses ou par des dpsf®ct identique au revétement
supérieur (brun-rouge, vernissé). Tubes de longeeustante, assez longs par rapport a

I'épaisseur de la chair, vers 0,7-0,8 ¢ddeur discrete.

Figure 68 Ganoderma subamboineng& Henn.) Bazzalo & J.E. Wright; SW 17 (colonne de
gauche) and SW 19 (colonne de droite). Aspect nudogigue des basidiomes (R.
Courtecuisse, S. Welti).

Spores8-[8,75]-9 x 6-[6,7]-7um (Q = 1,30), brunes au K@Pb, subsphériques, faiblement
tronquées, grossierement ponctuées et peu rugyetséshinules fines. Myxosporium et
endospore opaques. Sporothécium hyalin et peueistlevétementhyméniforme, constitué
de piléocystides lisses, cylindriques sur 50pmrenyix 7 um en moyenne, bien rangées en
palissade, fortement amyloides, a parois trés ggmist a lumen réduiChlamydospores
(figure 69) (6,5)8-9(-10) x 11-12(-15) um, de formkiptique a sphérique, le plus souvent
subsphérique, parois paisses (0,5 um), lissesneateguttulée. Elles prennent maissance a
I'extrémité des hyphes génératrices. Selon la teslogie de Bazzalo & Wright, ces spores
correspondent a des gastérospores, tandis quéliEmaytospores se trouvent au niveau des

cultures.
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Figure 69 : Ganoderma subamboinensgHenn.) Bazzalo & Wright; SW 17. 1 =
chlamydospores. (1 bar 10 um) (S. Welti det.).

DiscussioN : Cette espéce est nouvelle aux Antilles. Ellééad@&crite au Bresil (type) et en
Argentine (valaevisporum Bazzalo & Wright, (1982), Mycotaxon 16(2), p.3Qdusieurs
collections). Nos spécimerfSW17et SW19) remarquablement similaires au niveau de leur
morphologie (figure 68) correspondent a la derni@eété. Malheureusement un probleme
de nomenclature se pose. En effet, a partir du mboiela combinaison3. subamboinense)

a été validée en 1997, la varidd@visporumproposée sous cette combinaison binomiale en
1982 (et invalide a cette époquest invalide. Ainsi, nous nous abstenons pour lenerd de
valider cette variété des lors que, a I'heure dletubes gastérospores ornementés n'ont été
décrites que pour le spécimen correspondant au GpeubamboinenseCe caractere
morphologique pourrait étre ré-évalué sous la luenges résultats de séquencage a venir.
Ryvarden (2000) situds. subamboinenseau niveau taxonomiquea proximité deG.

multiplicatum,dont le type n’a pas été vu pour le moment.

Quoigu’il en soit, la forme longue et cylindriquesdpiléocystides, ainsi que leur amyloidie,
place clairement cette espece dans le ctadmaceum / lucidumDe plus, le contexte est
double comme pour certains taxons en particuliak gitués dans le sous-cladeidum (G.
tsugaepar exemple, d’apres notre expérience sur ceftecesa partir de nos collections nord-

americaines).
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k) Ganoderma tuberculosurMurrill , 1908,N. Amer. FI9, p. 123

SPECIMENS EXAMINES: Martinique, Trinité, Pointe Bateau. Forét mésophile d'horizon
inférieur, a éléments rélictuels du climaXideroxylon foetidissimuet Hymenaea courbatril

3 décembre 200&W6 (LIP) ; Leg. R. Courtecuisse. Det. S. Wéllartinique , Trinité, lieu-

dit Tartane, bois de Pointe Rouge. Forét sempenéresaisonniére tropicale d'horizon
inférieur. 12 aolt 2007SW 14LIP) ; Leg. S. Welti. Det. S. WeltiMartinique , Précheur,
Anse Couleuvre, en direction de I'Anse Lévrier. &omésophile secondaire agée. 2
septembre 2007SW 34LIP) — séquence MCU 49475 ; Leg. S. Welti. Det. &cock.
Martinique , Le Robert, Bois Pothau. Sur tronc couché morfpeit méso-xérophile. 24 aolt
2008. SW 45(LIP) — séquence MCU GSP45gano ; Leg. C. Lechat. @e Decock.
Martinique , méme lieu et méme dat8W 46LIP) — séquence MCU GSP46pseudo ; Leg. C.
Lechat. Det. C. Decoclartiniqgue , méme lieu et méme da®W 471LIP) — séquence MCU
GSP47Ipseudo ; Leg. C. Lechat. Det. C. Decdtartinique , méme lieu et méme datsW

48 (LIP) — séquence MCU GSP48pseudo ; Leg. C. Ledeit. C. Decock. Lectotype ds.
tuberculosunMurrill : British Honduras, Coll. M.E. Peck, 1908Y).

DESCRIPTION : (SW6, SW34, SW45)

Le chapeau est hémi-circulaire, parfois circulgi@ur les jeunes spécimens, sessile et
largement adhérent, en console ou plus ou moingirds réflechi (un spécimen a le chapeau
réfléchi sur 4 cm), parfois imbriqué, de taille iate, 6-23 cm de diameétre, se projettant sur
5,5-13 cm, 3-6,5 cm d’épaisseur. La texture estfimdble, et le revétement céde sous la
pression des doigts. La surface est lisse, vemidaé&route résineuse fond sous la flamme) et
plus ou moins brillante (les spores forment partoisdép6t superficiel et mat sur la surface
supérieure du chapeau), glabre, parfois plane teasus souvent irréguliere, bombée au
point d’insertion (1 a 4 cm) avec des bosses cdrigees de faibles amplitudes et distantes
les unes des autres. Celles-ci sont parfois plusesevers la marge sur les derniers cm. Des
crétes radiales parfois discretes (seulement 2-5 demhaut) mais le plus souvent se
développant en bosses radiales ou de maniére ligégen tubercules (plus de 0,8 cm de
hauteur). Les couleurs sont disposées en zone®migties qui se succedent de maniére
graduelle en passant du centre vers la margea deuleur rouge hépatique (gris plombé a
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peine bleuté sur un tiers de la surface pour unisyd) au rouge ocre, puis du brun caramel
au jaune ocre. Ces couleurs sont parfois partielignmterverties avec une zone jaune ocracé
a mi rayon et une zone étroite de couleur rouge wers la marge (figure 7Q)a marge est
obtuse a épaisse (jusqu’a 1cm), un peu sinuée muzcheulaire arrondie, blanche chez les
jeunes spécimens puis orange o&tipe absent, mais un jeune spécimen presque circulaire a
montré un pseudo-stipe difforme de 40 x 17 mm etaléeur brun orangé. Le contexte est
orange cannelle mais parfois de couleur brun tabéicun chocolat a proximité des tubes. La
texture est douce et subéreuse et I'épaisseur dare5 a 4,5 cnlne bande noire et épaisse
de résine surgit de la partie résupinée et se mpgeloen deux minces lignes, souvent
discontinues, pres de la base des tubes, jusq(Bade2la largeur de chapeau ou de la zone
périphériqueL’hyménophore est plan, Iégérement décurrent, de couleur bleaie ou beige
tres pale a jaunatre ou cannelle pale par endjoi. Iégére torsion du carpophore lui donne
des tonalités bleu d’encre par endrbis tubesne sont pas stratifiés et sont de couleur brun-
noir a violet, avec des zones blanchatres. Lesstobe la texture du liege et mesurent entre
0,4 et 2 cm de long. Les pores sont fins (3-4/mxaeptés au niveau des bosses ou ils sont

plus ouverts, et possedent un dissépiment plutgeld.’odeur rappelle celle de la brioche

chocolatée.

Figure 70 :Ganoderma tuberculosumdurrill ; SW 34 (gauche) et SW 45 (droite). Aspect
morphologique des basidiomes (S. Welti).
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Spores(figure 71) 10,5-[10,8]-11 x 7,5-[7,9]-9um ; (Q 36). Elles sont de formes ovoides,
subglobuleuses avec des échinules épaisses eelmngarfois allongées en forme de petites
crétes sinueuses. Les spores sont rugueuses, @u@H 5% avec un myxosporium et un
endospore opaque tandis que le sporothécium el hyas spores sont tronquées, guttulées.
Les extrémités hyphales(figure 71) formant les cellules du revétementtsde type
hyméniforme, non amyloides, clavées sur environa2B5 um, la longueur de la partie
apparente des piléocystides est de 30 a 40 punméthia de la zone élargie compris entre 7 et
12 um avec une moyenne de 8,5 um) parfois pyrifsymaement diverticulées ou lobulées
au niveau basal, a paroi épaisse d'aspect pldifEraplusieurs couches de résine
superposées), a lumen relativement étroit, préseataniveau de I'apex des excroissances de
forme sphéropédonculée semblables a des bourgeentenheur couleur est jaune doré au
Melzer. Les Hyphes squelettiquegfigure 71) sont rectilignes, lachement ramifiéess le
contexte, brunes au KOH 5%, parfois flexueuses,didenétre x 3-[4,25]-5,5 um, plus
épaisses au point de ramification. L'épaisseurpdesis est d’environ 1,5 um. Dans la trame,
la partie apicale des hyphes est arboriforme atprs la partie basale reste rectiligne.
L’extrémité des ramifications est souvent torduayeuse, enchevétrée, parfois hyaline. La
présence de faux septums a été retrouvée. Les $yigladives de couleur brune ou hyaline
correspondraient certainement & des branches iddugshes squelettiques arboriformes qui

se seraient désolidarisées, lors des examens iogigsies, de la partie basale.

DiscussioN : La révision du type de Murrill (NY) a révélé dembreuses ressemblances au
niveau de la micromorphologie avec les spécimengtm\& SW6. (Spores subsphériques
avec des échinules épaisses et distantes, palifmgées en forme de courte créte sinueuse,
piléocystides strictement clavées, dénuées de téarrme cylindrique, non amyloides-
contrairement aux observations de Gottlieb & Writy@®9a, p.669 - avec parfois la présence
d’excroissances de forme sphéro-pédonculée sitadesommet de l'apex des éléments
constituants I'hyménoderme). L’aspect macroscopiagiue spécimen type est toutefois
légerement divergent surtout au niveau de sa sugacee qui est jaune, bien que les autres
caractéristiques morphologiques, tels le contentBagpect irrégulier de la surface supérieure
du chapeau soient similaires. L'absence de résultailéculaires explique la raison pour
laquelle nous conservons le ‘cf’ au niveau du ftiteecette partie. La présence de cette espece,

G. tuberculosumdans notre aire de récolte serait tout a fatiglde, et serait nouvelle dans
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les Antilles francaises. Ryvarden (2000) placeeceipece en synonymie av@c oerstedii,

espéce pour laquelle nous n’avons pas de spécimariggmoment.

NJ”

\Hu“”

Figure 71 :Ganoderma tuberculosurMurrill; 1 = spores (a: SW6; b: SWA45); 2 =
piléocystides du revétement hyménodermique (a: SWBW45); 3 = hyphes du contexte; 4
= hyphe du dissépiment (voir texte). (1 bar = i) |(S. Welti del.).

3) GenreHUMPHREYA Steyaert 1972,Persoonia7(1), p. 98

Remarque : L'attribution générique des deux espeitéss sous ce nom est toujours en
discussion dés lors que le gektemphreya(H. lloydii (Pat. & Har.) Steyaert) est africain et
ne fait pas un clade monophylétiqgue avec les depeaes neotropicalesofnm pers Cony
Decock) Il est donc possible que le geHemphreyapuisse étre, dans une certaine mesure,
reconsidéré dans un sens plus large qu'il n'estefleiment ; a I'opposé une nouvelle entité
générique devrait étre nécessaire pour les deuxecesp mentionnées ci-dessous.
Actuellement, faute d’informations supplémentairiésest encore beaucoup trop tét pour
statuer sur ces hypotheses. C’est la raison pauelle nous maintenons cette disposition
géneérique pour leH. coffeatumde de sorte que l'arrangement traditionnel ne pag

prématurément changé.
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a) Humphreya coffeatdBerk.) Steyaert 1972 ,Persoonia7(1), p. 102 (Coffeatum)

BAsioNYME : Polyporus coffeatufBerk., 1839,Ann. Mag.Nat. Hist3, p. 385 [[ECTOTYPE : Saint-Vincent, Petites-
Antilles, « Guilding » (K)] = Amauroderma coffeatun@Berk.) Murrill, 1905, Bul. Torrey Bot. Cl.32, p. 367=
Ganoderma coffeatuliBerk.) Furtado, 196 Rersoonia4(4), p. 383

F
Figure 74 :Humphreya coffeatuniBerk.) Steyaert; Aspect morphologique du basidiome
Morphological aspect of basidiomata. En haut a gauSW 18 (S. Welti), en haut a droite
SW 30 (section du sporophore), en dessous, SW 16dRtecuisse).

Citations dans la littérature :

* David & Rajchenberg (1985) p. 287 [Martiniqueorét de La Charles, 10.1978].
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SPECIMENS EXAMINES: Martinique , Précheur, Anse Couleuvre, vers la cascade deidser
Couleuvre. Sur tronc moxtouché en forét mésophile secondaire agée. 13 208it. SW
15(LIP) ; Leg. R. Courtecuisse. Det. S. WeNartinique , méme lieu et méme date. Sur
arbre mortcouché. 13 aolt 200SW 18LIP) ; Leg. R. Courtecuisse. Det. S. Welti.
Martinique , sans précisior8W 24(LIP) — séquence MCU C49456-I ; Leg. S. Welti. D@t
Decock.Martinique , Sainte-Marie, Pointe La Philippe. Sur souch&dgetenia macrophylla
(mahogany grande-feuilles), en forét méso-xérophieaolt 2007SW 25LIP) — séquence
MCU C49457-1 ; Leg. P.-A. Moreau. Det. C. DecodWartinique, Précheur, Anse des
Galets. Sur arbre modn forét sempervirente saisonniere tropicale sexioadvalicole. 30
aolt 2007 SW30(LIP) — séquence MCU 49471 ; Leg. S. Welti. Det.D@cock. Spécimens
en LIP

DESCRIPTION:

Chapeau (figure 74) réniforme ou semi-circulaire, dimidié& atipité latéralement, a base
lobée ; les lobes latéraux peuvent se rejoindratunité et le chapeau parait alors d’insertion
excentrée. Taille variable, 4-10 cm de long, 6-16 de large, 0,5-2 cm d’épaisseur.
Consistance flexible, compressible, a revétemestdrtiéa la pression du doigt, ou au contraire
rigide et non compressible. Face supérieure conveeefois déprimée a linsertion,
légérement bosselée concentriquement, chaque achstent de 0,5-1 cm puis ondulée
radialement a maturité, parfois de maniere assegedee qui peut lui donner un aspect plissé
ou froissé. Surface brillante a I'état frais cheg plus jeunes spécimens puis mate a maturité
ou au séchage. Revétement piléique doux au touchisrnon velouté. Couleur variable : vers
l'insertion et sur environ % rayon, gris violac@sfpis avec des tonalités vert kaki et souvent
muni de zones concentriques plus claires, vergiiglpérie, rouge carmin a rouge brique avec
des zones étroites concentriques gris violacé adasges a noires. A maturité, le chapeau
perd son éclat brillant et ses couleurs rouge@iwes prendre une coloration café au lait assez
mate ou terne, avec des zones concentriqgues bnag fde plus en plus étroites a mesure
gu’'on s’approche de la marge ; toutefois, chezalbgltes, la périphérie peut conserver des
reflets violacés. Marge réguliére, aigué ou ohtws@&e en bourrelet, recouvrante ou non a
maturité, blanche, plus ou moins importante setosthdde de développement, précédée d'une
zone jaune orangé et parfois d’'un liseré ngiipe latéral ou excentre, parfois subnul, 3,5-5 x
1,5-2,5 cm, quasiment cylindrigue mais évasé &dition sur le support, parfois tortueux,
gris-brun, coriace, cortiqué, a chair fibreu§hair spongieuse a subéreuse au sec, zonee

concentriquement, creme, assez fugacement rosémoawent de la coupe et jaunissant
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lentement ensuite, d’épaisseur variable, 0,4-h%da base et 0,2-0,4 cm vers la marge, avec
une zone fibreuse partant du stipe et se prolongealialement vers la périphérie en fin
liseré, jusqu’au deux-tiers du chapeblyménophore concave ou convexe, a surface blanc
creme, rosissant ou brunissant légérement au touphenant 'empreinte digitale, lisse.
Tubes d’'un blanc a éclat translucide ou creme, @ones a la chair ou teintés de rose ou
d’orangé, rosissant de maniére assez distinctes dgreoupe, de longueur variable, 0,4-0,9

cm a la base et 0,1-0,5 cm en périphérie. Poreslaires, denses (5-7 / mm).

Spores(figure 75 et 76jronquées, largement elliptiques, a double pamifols dextrinoides.
Endospore et myxosporium épais, opaques et jaute g8 KOH 5%. Exospore hyalin,
Iégérement cyanophile. Ornementations en formerées; disposées longitudinalement et
paralleles au grand axe, libres ou anastomoséanppijiles. Dimension : 10,5-[11,23]-12 x
7-[8,45]-10 umHyphesde la chair réparties en deux populations : 1 — hyphes végésat
de type squelettique, rectilignes, non ou trés fenifiées, a paroi épaisse, hyaline, x 4-6
um ; 2 — hyphes plus sinueuses, parfois ramifi®gajnes, sans boucles ni septa, x 1-1,5 um.
Les hyphes du dissépiment(figure 76) sont également de deux sortes: 1 phéy
squelettiques de type arboriforme, ramifiées supddie distale, hyalines et aux extrémités
fines, pointues et enchevétrées, x 2-6 um ; 2 hégyyalines a paroi épaisse, trés ramifiées,
formant parfois un réseau perpendiculaire, pouva@ntespondre a des hyphes ligatives
intercalées entre les hyphes squelettiques, oa aldes extrémités d’hyphes squelettiques de
type arboriformes, ayant été sectionnées pendambdaipulation.Revétement piléique
(figure 76) de type trichodermique, c'est-a-dire des extrémités hyphales sont situées au
dessus du dépo6t de cire. Ces extrémités sont amnd 2-5 um, certaines a paroi épaisse,
hyalines sur 15 um environ, non clavées, parfgiées ; au dessous, sur environ 100um, les

hyphes sont immergées dans une cire épaisse, ticboun orangé et dorée.

Discussion: David & Rajchenbergl.€.) incluentAmauroderma flaviporurdans le concept
de cette espéce mais nos récoltes permettenttitegdisr ces deux taxons au rang spécifique,
de méme que les travaux phylogénétiques de C. Remmocours (C. Decoclcomm. pers.
Voir ci-dessous. Comme nous I'avons mentionné ssde (remarque générale sur le genre

Humphreyd, ce nom générique nécessitera probablement ursor® prochainement.
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Figure 75 Humphreya coffeatuifBerk.) Steyaert; SW 15, spores vues au microscope.

Figure 76 :Humphreya coffeatuniBerk.) Steyaert; SW 15, 1 = spores; 2 = cellules d
revétement, 3 = hyphes du dissépiment (1 Bar =rap($. Welti del.).
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b) Ganoderma flaviporum(Murrill) Saccardo & Trotter , in Saccardo, 19125yll. Fung.,
21, p. 304 1]

BasioNyME : Amauroderma flaviporurMurrill, 1908, N. Am. FI1.9(2), p. 116 [EcToTYPE: Jamaique (F.S. Earle), sur

Melicocca bijugd= Ganoderma flaviporunMurrill) Saccardo & Trotterin Saccardo, 191&yll. Fung. 21, p. 304 [1].

SPECIMENS EXAMINES: Martinique , Case-Pilote, Morne Venté. Au sol, au milieu derom
d’acces, en forét méso-xerophile. 16 aolt 2W. 23(LIP) ; Leg. R. Courtecuisse. Det. S.
Welti. Martinique, Trinité, Pointe Bateau. Forét mésophile, un aresfde passage du
cyclone Dean, sur bois mort enterré. 26 aolt 2008Mart08.081(LIP) ; Leg. S. Bessard &
C. Lécuru. Det. S. Welti.

DESCRIPTION(SW23)

Chapeau (figure 77) semi-circulaire a réniforme, 1-1,5 cra diametre et 0,9-1,3 cm de
projection, convexe, a surface rugueuse au touchemarge légérement sinueuse. Couleur
brun café au lait, avec des zones concentrigue8,dem de large brun cacao (3 zones),
débutant sur le sommet du stipe jusque la basehdpeau, puis réparties sur la surface
piléique jusqu’a la marge qui est ocracée ; laipawn zonée s’étend sur 0,5cBtipe inséré
latéralement, coriace, 1,7-2,7 cm de long et 032c@) d’épaisseur, couleur café au lait, droit,
racorni a la baseChair de couleur créeme, épaisse de 0,1-0,2 cm, de tansg&spongieuse.
Hyménophore a surface porée de couleur jaune soufre ; potesqul moins quadrangulaires,
trés petits (7 & 8 /mm) ; tubes sans stratificaibn’adhérant pas au stipe, de couleur beige

rose, de longueur variant de 0,1 cm a la marg@@:d@n au centre.
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Figure 77 : ‘Ganoderma’ flaviporum (Murrill) Sacc. & Trotter; SW 23. Aspect

morphologique du basidiome (R. Courtecuisse).

Spores(figure 78) 11-[11.45]-12 x 7-[7.95]-9 um, Largemelliptiques, tronqués, a double
paroidoubleparoi. L’endospore et le myxosporium sont épgisquies et jaune pale au KOH
5%, parfois dextrinoides. Le sporothécium est hnyadi les ornementations sont semblables a

des crétes discontinues, longitudinales et padio&stomosées.

DiscussioN: L'autonomie spécifique degsanoderma flaviporumne fait pas de doute, par
rapport a I'espece précédente, de méme que sdopogénérique est évidente et que la
combinaison sousHumphreya pourrait étre proposée. Malgré tout, I'état actudd
reconstruction phylogénique déanodermataceaere confirme pas le statut systématique des
Humphreya(C. Decock pers. comn). Nous signalons donc cette affinité, sans en dtisar

la combinaison. Une décision définitive sur ce gegera prise ultérieurement.
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Figure 78 : Ganoderma flaviporum(Murrill) Sacc. & Trotter; SW 23, 1 = spores (1 kal0
pum) (S. Welti del.).

4) Remarques générales et conclusion

D’aprés nos investigations, il semble crucial, pearfaire une idée fiable de la structure
systématique et de la définition des taxons au degGanodermataceaale confronter les
résultats d’analyses morphologiques traditionnetfied’'une approche moléculaire. En effet,
dans I'état actuel des recherches, la pertinensecaeactéres morphologiques semble remise
en cause, pour la définition de taxons de ranghtéique supra-spécifique.

A ce niveau, les parentés génétiques apportentinfoemation beaucoup plus pertinente,
alors que les différences d’organisation macro- neigroscopique conservent toute leur

importance pour la distinction des taxons.

Par ailleurs, les filiations évolutives entre tagae différents continents semblent encore
connues de maniéere trées imparfaite, des videdrrgsrtants étant mis en évidence dans les
aires de répartition de taxons phylogénétiquememthes. Cependant, une des hypotheses
plausibles, dans le cas de champignons tels qugalesdermes, saprotrophes ou parasites de
supports ligneux, est que les migrations aienttpel @usées, de maniére accidentelle et sur
de trés grandes distances, par I'introduction datgk d’origines variées dans des régions trés
lointaines. On pourrait ainsi expliquer la préseage Antilles de parents d&. multipileumet

de G. gibbosun{sinon de ces espéeces elles-mémes). Mais cettahggmoest tres difficile a
vérifier, en I'absence de citation précise des sugpoour les récoltes les plus anciennes des
especes de ce genre (et on connait la difficuitdedtification des troncs morts ou souches,

en particulier en forét tropicale).

Onze especes d&anodermataceaetaient connues aux Antilles francaises, d’apess |
données de la littérature. Nos campagnes de résoiés travaux d’identification (connexes a

une approche pharmacochimique) ont permis, en tertanpte des suppressions de taxons
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douteux ou manifestement absents de la régiongdianter ce chiffre ; la diversité de cette
famille, dans ces files, atteint aujourd’hui 15 esge D’autres récoltes, intégrées aux
programmes de reconstruction phylogénique, somdtiemte de détermination plus précise et
nous ne les présentons pas pour le moment. L'exal@equelques types décrits des régions
néotropicales est encore nécessaire pour conctutairees déterminations et les travaux de
reconstruction phylogénique de la famille en coersauxquels nous collaborons (travaux
meneés par C. Decock, Louvain-la-Neuve, Belgique)ngttront encore d’avancer dans la
reconnaissance de synonymies, d’indépendancesotaixjoes et d'attribution de noms

corrects.

C) Criblage des extraits fongiques issus des spé@ns recoltés

possédant une bioactivité de type antitumoral

1) Especes sélectionnées

Certains spécimens récoltés aux petites Antillengaises ont fait 'objet d’'un criblage
pharmacologique. Nos recherches ont essentiellepwté sur lesGanodermataceaamais

egalement sur d’autres polypores

Treize Ganodermes ou apparentBsiriphreya)(tableau 1)ainsi que 10 autres polypores
(tableau 2) ont, ainsi, fait I'objet d'un premiesreening sur cellules cancéreuses humaines
cultivéesin vitro. Leur activité a été comparée a celles des spécineméférence, désignés

sous le nom dé&. lucidumd’origine européenne ou asiatique.
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Spécimen Taxon Localité Substrat
SW6 Ganoderma tuberculosum La Trinité, Pointe Bateau. Martinique (F) 3 Tronc couché
Murr. Décembre 2006
SW9 Ganodermaaff. Sinnamary, CIRAD de Paracou. Guyane (F) 27  Tronc couché
subfornicatumMurr. Février 2007
SW12 Ganodermapulverulantum La Trinité, Bois de Pointe-Rouge. Martinique  Tronc couché mort
Murr. (F) 12 Aodt 2007 (Inga lauring
SW15 Humphreya coffeatumdurr. Précheur, Anse Couleuvre, vers la cascade de laTronc couché mort
riviere Couleuvre. Martinique (F) 13 Ao(t 2007
SW16 Ganodermaneogibbosum  Précheur, Anse Couleuvre. Martinique (F) 13 AoltTronc couché mort
Welti & Courtecuisse 2007
SW28 Ganoderma neogibbosum  Précheur, Anse Couleuvre en direction de I’Anse Artocarpusaltilis
Welti & Courtecuisse Lévrier. Martinique (F) 16 Ao(t 2007
SW30 Humphreya coffeatudlurr.  Précheur, Anse des Galets. Martinique (FA8Qt Arbre mort
2007
SW37 Ganoderma neogibbosum Précheur, Anse Couleuvre. Martinique (F) 3  Tronc couché mort
Welti & Courtecuisse Septembre 2007
SW45 Ganoderma tuberculosum Le Robert, Bois-Pothau. Martinique (F) 24 Ao(t Tronc couché mort
Murr . 2008
SW55 Ganodermamartinicense La Trinité, Bois de Pointe-Rouge. Martinique (F)
Welti & Courtecuisse 28 Aodt 2008
SW61 Ganodermasp. (non identifié) Le Robert, Bois-Pothau. Martireq&) 30 Aodt Arbre mort
2008
Espéce de référence Ganodermducidum La Roche-sur-Yon. Vendée (F) (Leg René Pacaud)
Ganoderma lucidum (W.Curt. :Fr.) P. Karst 10 Octobre 2008
européen 1
Espece de référence Ganodermducidum Dordogne, région de Sarlat (F), (Leg. Cony Sur chéne
Ganoderma lucidum (W.Curt. :Fr.) P. Karst Decock) 2009
européen 2
Espéce de référence  Ganoderma«lucidum» (Asie) Chine (Leg. Cony Decock) 2009 Marché chinois
Ganodermducidum
asiatique 1
Espece de réference  Ganoderma«lucidum» (Asie) Chine (Leg. Ines Devred) 2008 Marché chinois

Ganodermducidum
asiatique 2

Tableau 1 : liste deGanodermataceatestées et leur origirfeCes spécimens n’ont pas fait

'objet du screening sur cellules cancéreuses, noais été étudiés pour leur profil

chromatographique
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Polypores Localité Substrat
Pycnoporus sanguineus Bois Pothau, Commune Le Robert, Bois mort
SW/Mart08 Forét mésoxérophile. Martinique (F), le
24 Ao(t 2008.
Laetiporuscf sulphureus Commune de Saint Rose riviére Sur angiosperme vivant
SW/Guad 08 Janikeste. Guadeloupe (F), le 15 Aot
2008
Laetiporus sulphureus Wingles 62, base de loisirs, le 11 SurBetulamort
européen CLF 02. 664 Septembre 2002
Stereum cf ostrea SW/Guad08 Commune de Saint Rose riviére sur tronc couché
Janikeste. Guadeloupe (F), le 15 Aot
2008
Lenzites spSW/Mart08 Commune de Sainte Luce Forét de Sur Bois mort
Montravail. Martinique (F), le 23 Ao(t
2008
Microporellus cf dealbatus Case Pilote, Morne rose, forét  Au sol sur racine diga laurina ou Daphnopsis
SW/Mart 07 GSP20 (voir  hygrophile. Martinique (F), le 14 Ao(t americana
annexe 2) 2007
Tramete<f villosa. SW/MarQ07 L’'Anse Couleuvre, forét mésophile Sur tronc couché pourri

secondaire agée en direction de 'Anse
Lévrier. Martinique (F), le 27 Aot
2008

Glaziella aurantiaca Vieux-Fort. Ravine Blondeau, forét Au sol.
méso-xérophile. Guadeloupe (F), le 22
novembre 2006

Rigidiporuscf ulmarius. Pointe Bateau, Commune de la Trinité, Sur souche
SW/Mart 06-035 forét mésophile d’horizon inférieur a
éléments relictuels du climax :
Sideroxylon foetidissimum, Hymenea

courbaril
Phellinuscf fastuosu SW/Mart Le grand Macabou, Commune de SurCoccoloba uvifera
06-037 Vauclin, Forét sempervirente

saisonniére sur sable. Martinique (F), le
1°" Décembre 2006

Tableau 2 : liste des polypores testées et legmari

2) Choix des lignées cellulaires pour le criblagees extraits bioactifs
Pour la sélection des extraits d’intérét thérapgwatj 3 lignées cellulaires ont été utilisées :

La premiere correspond a des cellules prostatiquasaines hormono-indépendantes et

issues de métastases ossebEes.
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La deuxiéme correspond a des cellules humainespamt d’'un adénocarcinome mammaire

pour les cellule$1CF-7.

La derniere correspond a des cellules humainespenmt d’'un adénocarcinome colorectal de
grade 1IHT29.

Les cellules cancéreuses mentionnées ci-dessugeqmasentatives des principaux cancers
rencontrés en Europe pour lesquelles une forte igitébet mortalité est associée. De plus,

elles ont été utilisées comme modele dans de namlravaux effectués a I'lCPAL.

a) Méthode

La premiére étape a consisté a broyer, puis aiex@a méthanol les spécimens choisis. Les
extraits méthanoliques ont été lyophilisés de nrangefaciliter le stockage, a homogénéiser
les composeés contenus dans les extraits et poilitefate dosage ainsi que la dilution des
lyophilisats, soit dans le DMSO pour les tests M(fdst permettant d’évaluer le pouvoir
antiprolifératif d’un extrait ou d’'une substanceoir partie expérimentale), soit dans le

méthanol pour la chromatographie de masse.

Le criblage des extraits a été effectué dans umipretemps sur des cellules cancéreuses
humaines de type PC-3 & une concentration maxideal0 pg.mt puis ajusté a 250 pg.thl
de maniére a obtenir une valeur de concentratibibamt 50% de la prolifération cellulaire
(Clso). Pour cela 50 mg de lyophilisats ont été disstass 1 ml de DMSO. Les solutions
concentrées obtenues ont été filtrées, sous hdltig Eaminaire, a I'aide d’un filtre & 0,22 um
puis diluées a différentes concentrations dans ileeunde culture des cellules tumorales.
Celles-ci ont été mises en contact avec les extddliiés pendant 72 h (Tomatial, 2005).
La croissance cellulaire a ensuite été estiméelgpaest MTT. L'activité des extraits, en
contact avec les cellules, a été donnée soit pgmouncentage d’inhibition de prolifération a
une concentration donnée, soit par une valeur deertration inhibant de moitié la
prolifération cellulaire (Gh). Les spécimens pour lesquels nous avons obteauClp >
250pg.mit sur PC-3 n'ont pas été testés sur MCF-7 et HT2@m¥cle spécimehaetiporus
sulphureuseuropéen dont I'activité a été comparée a celleasdiporuscf sulphureugécolté

en Guadeloupe (tableau 2).
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b) Résultats

Polypores Poids de I'extraita % d'inhibition Clso0u % Clsoou % Clsoou %
partir de 100 mg & 50 ug.mL* sur d’inhibition a d’inhibition & 250 d’inhibition a 250
de matiére séche PC-3 250 ug.mt*sur pg.mL* sur MCF-7 1g.mL? sur HT-29

PC-3
Pycnoporus 2,46 n.d 30 pug.mL 57 pg.mLt 22 pg.mL*
sanguineus
Laetiporuscf 6,96 n.d 137 pg.mLt 43% 37%
sulphureus

Laetiporus 4.02 n.d 0 0 0

sulphureus

européen

Stereuncf 3,58 n.d 46% n.d n.d

ostrea

Lenzitessp 2,5 n.d 193 pg.mt* 34% 104 pg.mr*

Microporellus 3,9 4% n.d n.d n.d
cf dealbatus
Trametexf 1,15 0% n.d n.d n.d
villosa
Glaziella 51 8% 1% n.d. n.d
aurantiaca
Rigidiporuscf 24 0% n.d n.d n.d
ulmarius
Phellinuscf 1,15 5% n.d n.d n.d
fastuosus

Tableau 3 : Inhibition de prolifération des exsdituts de polypores Antillais sur

plusieurs lignées de cellules cancéreuses humaines
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Ganodermataceae a Poids de % Clso0ou % Clspou % Clspou %
revétement différencié  I'extrait a d’inhibition d’inhibition a d’inhibition & 250 inhibition a 250 pug.mL
partir de 100 a50 pg.m* 250 pg.mLisur pg.mL? sur MCF- L sur HT-29
mg de sur PC-3 PC-3 7
matiere séche
SW6 Ganoderma 3.50 28% 97 pg.mt. 171 pg.mt 31 pg.mt?
tuberculosum
SW45 Ganoderma 2.62 n.d 68 pg.mt 171 pg.mt 29 pg.mt?
tuberculosum
SW61 Ganoderma sp. 7.30 n.d 146 pg.mt 130 pg.mtt 0%
Non identifié
SW55 Ganoderma 3.26 n.d 45% n.d n.d.
martinicense
SW9 Ganoderma aff. 4.50 9% 21% n.d. n.d.
subfornicatum
SW12 Ganoderma 2.50 6% n.d. n.d. n.d.
pulverulantum Murr
Espéce de référence 9.60 20% 157 pg.mt 137 pg.mt 33 pg.mt?
Ganoderma lucidum
européen 1
Espéce de référence 3.1 nd 128 pg.mt 136 pg.mt* 0%
lucidum asiatique 1
Ganodermes ou Poids de % Clsoou % Clspou % Clspou %
apparentés a I'extrait a d’inhibition d'inhibition a  d'inhibition a 250 inhibition a 250 pg.mL’
revétement partir de 100 & 50 pg.m* 250 pg.mL*sur  pg.mL?! sur MCF- Lsur HT-29
indifférencié mg de sur PC-3 PC-3 7
matiere seche
SW30 and SW15 2.75-9 7% 9%-n.d n.d. n.d.
Humphreya coffeatum
SW16 Ganoderma 2.15 6% n.d. n.d n.d.
neogibbosum
SW37 and SW28 4.55-2.80 10% 0-3% n.d n.d
Ganoderma

neogibbosum

Tableau 4 : Inhibition de prolifération des exsdiruts de plusieurs
Ganodermataceasur 3 lignées de cellules humains cancéreuses.

Résultats (tableau 3)

Tout d’abord, sur les 10 polypores testBésgespeces ont présentées une activité inhibitrice
intéressante Pycnoporus sanguineus, Laetiporefssulphureuset un spécimen appartenant
au genrd_enzites spon identifié. Les meilleurs résultats d’inhibitidie prolifération sur PC-

3, MCF-7 et HT29 parmi tous les spécimens test&ofypris lesGanodermatacegeont été

obtenus a partir de I'extrait méthanolique Flgcnoporus sanguineu€lso = 30, 57 et 22
ng.mi* respectivement).
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Discussion
Pycnoporus sanguineus

A partir de I'extraction déPycnoporuscinnabarinus plusieurs composeés de la famille des
phénoxazones (pycnoporine, tramesanguine, acidealwaminique et cinnabarine) ont été
isolés (Diaset al, 2009). La cinnabarine, par exemple, est un cogpde type
phénoxazonique, de couleur rouge orangé, posseédantctivité antivirale, antibiotique et
antiparasitaire (leishmanicide), retrouvée égaldérmbaz lePycnoporus sanguiney$mania
et al, 2003 et Correat al, 2006). Les phénoxazones (figure 79) sont augsignts chez les
insectes en tant que pigments naturels ommochromessynthétisés par certains
Actinomyceétes (Welti, 1998 et Umezawa, 1948) : tclescas de I'actinomycine D, utilisée
dans le traitement de tumeurs spécifiques chezafgnlLa cinnabarine se différencie, par
rapport a ce dernier composé, par lI'absence deehadeptidiques sur le;€t G du noyau
phénoxazone (figure 80). Il a été montré précédemmar Dias & Urban (2009) que la
cinnabarine possédait également une activité¢ ambitale significative, ce qui est en

corrélation avec les résultats obtenus sur nogn@ds.

CLI,

Fig 79 : Phénoxazone
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Actinomycine D
Figure 80 : Actinomycine D
http://oncoprof.net/Generale2000/g09_Chimiothergmenplements/go9_comp07.htrélf Cinnabarine (Smanet
al.,, 2003)

Laetiporus sulphureus
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A partir de cette espece, plusieurs triterpénes de typesttam® ont été identifiés. Certains
d’entre eux ont montré précédemment une activitdtayique sur cellules leucémiques
promyélocytaires de type HL-60 par induction dedptose. C’est le cas de I'acide acétyl

éburicoique (figure 81) qui agit par induction dechspase-3 (Ledet al, 2008).

Pourtant, sur nos 3 lignées cancéreuses, I'activitioroliférative n’a été constatée que pour
le vicariant antillais alors que leaetiporus sulphureusuropéen, utilisé ici a titre de

comparaison, n’a présenté aucune activite.

Or, le spécimen, appeld.aetiporus sulphureus’utilisé pour I'extraction des triterpenes
antiprolifératifs mentionnés ci dessus, a été técolans la région de Tequendama en
Colombie. Il n’est donc pas exclu que I'espéce épuactive puisse correspondre a celle que
nous avons récoltée, étant donné la proximité ggbggque de la Colombie avec les petites
Antilles francaises. De plus, il est peu probabléuge espece européenne puisse étre
retrouvée en milieu néotropical. Ainsi, I'especentiennée précédemment par Leenhal,
2008, serait un vicariant du spécimen européergdésious le norbaetiporus sulphureuau

méme titre que notre espece récoltée.

AcC

acide acétyl éburicoique

En ce qui concerne leSanodermataceaenous avons séparé les résultats d’inhibition de
prolifération des especes possedant un revétemeifferencié de type anamixodermique ou
trichodermique (genreHumphreya et sous-genreElfvingia), des espéces possedant un
revétement différencié d’aspect luisant de type éryomdermique, possédant sur la surface du
chapeau des piléocystides clavées et rangées &sguk (correspondant au sous-genre
Ganoderma Nous avons constaté, ainsi, que l'activité aotiférative est plus importante

pour les especes laquées que pour celle des especesvétements mats (tableau 4).
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Les 3 spécimens (SW6, SW45 et SW61) ont montréukafprte activité antiproliférative sur
cellules PC-3 et MCF-7 (valeurs respectives deg €iIr PC-3: 97, 68 et 146 pg:mlsur
MCF-7 : 171, 171, et 130 pg.ih). Pour SW6 et SW45 les résultats sur PC-3 sorsopie 2
fois supérieurs a ceux obtenus pour les spécimeméfdrence : 1&. lucidumeuropéen (Gh

= 157 ug.mf) et leG. lucidumasiatique (Gh= 128ug.mf). Ces 4 espéces ont montré des
valeurs identiques sur MCF-7 comprises entre 137@tug.mi-

En ce qui concerne les résultats obtenus sur eslHIT29, 'espece SW61 ainsi queGe
lucidum asiatique n’ont pas montré d’activité (0% d’inhidkn de prolifération), tandis que
SW6, SW45 et €. lucidumeuropéen ont donné respectivement ung @ 31, 29 et de 33
pg.mi.

Aux concentrations testées, aucune autre activitgpraliférative significative n’a pu étre

montrée pour les especes autres que celles dégridessus.

Enfin, nous avons constaté que pour une méme espeserésultats dinhibition de
prolifération sont similaires. C’est le cas pélumphreyacoffeatum(SW15 et SW30) et pour
le clade G.neogibbosum(SW37 et SW28) dont les spécimens testés n’ont mastré
d’activité significative. De méme, po@. tuberculosumles spécimens SW6 et SW45 ont

montré des résultats d’inhibition de prolifératgimilaires.

Par contre, leG. lucidum asiatique et l6G. lucidum européen ont présenté des résultats
différents sur HT29 (Gb respective de 0% a 250 pg.thet 33 pg.nit), ce qui est corrélation
avec les conclusions de taxonomistes qui les cereml comme deux taxons différents
(Moncalvo, 1995).

Ainsi parmi lesGanodermataceatestéesG. tuberculosun{fSW6 et SW45) a été considérée

comme l'espece la plus intéressante pour la rebbate composés bioactifs.
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D) Comparaison et analyse des profils chromatograpbues des
spécimens actifs SW45vs SW6 et G. lucidum asiatique vs G.

lucidum européen

1) SW6vsSW45 par CCM

Plusieurs CCM des extraits méthanoliques de SW&W#45 G. tuberculosum)nt été
réalisés ; différents éluants ont été testés : hiexecétone (95 :5) ; Hexane-Acétone (9 :1) ;
Chloroforme-Acétate d’éthyle (9 :1) ; ChloroformeéManol (17 :2). En terme de résultats, le

dernier mélange est celui qui a été le plus eféqamur la révélation des triterpenes.

Aprés migration sur CCM, les profils chromatograplgis ont été observés aux longueurs
d'ondes suivantes : 254 et 366 nm, puis révélédsrgsaldéhyde sulfurique (chauffé a
100°C) pour la révélation des triterpénes. La regiee d’alcaloides a, quand a elle, été
effectuée par la pulvérisation du réactif de Dragigef. Le -sistostérol (20 pl a 0,5 mg/ml
soit 10 pg déposés sur la CCM), I'acide ganodériye 'acide ganodérique DM (20 pl a 1
mg/ml soit 20 ug déposés) ont servi de témoin. Bbague extrait, I'équivalent de 15 mg de

matiere séche a été déposeé sur les plagues CCMp@utie expérimentale).

Résultats

Tout d’abord, la recherche d’alcaloides sur CCMéaigéfructueuse pour SW6 et SW45. En
revanche, apres pulvérisation d’anisaldéhyde dglier le méme profil de migration a été
obtenu pour SW6 et SW45 (figure 82). La majorités @emposés ont présenté soit une
coloration bleu-violet ou bien une coloration rougrangé. Ainsi, deux zones de migration

majoritaire ont retenu notre attention :
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- la premiére de couleur noir violet, peu visibl2%4 nm et de Ridentique au témoin égale a
0,61

- la deuxieme de Rf 0,38 de coloration rouge orarggvive apres chauffage (100°C-3 min).

Discussion

La présence d'alcaloides dans les 2 extraits ns gi@ démontrée ici, contrairement au
Ganodermacapensegour lequel les composéSanoderma’alkaloides A et B ont été révélés
(Yang JJ & Yu, 1990),

En revanche, la vaporisation d’anisaldéhyde a pedairévéler que :

- le premier composé, pourrait correspondre a dstgyol. En effet, la structure de ce
composé est proche dusistostérol (témoin) et donc le profil de migratide ces deux
composeés ainsi que leur coloration sur CCM devtaae relativement similaire. De plus, il

a eété démontré récemment que I'ergostérol totalglet estérifié) représentait 0,8 a 1,6 %o du
poids sec total dGanodermducidum(Yuanet al, 2007). Si I'on reporte ces proportions a la
guantité équivalente de matiere seche déposéeasymaue CCM (15mg, voir partie
expériementale), la quantité totale d’ergostérgodée pour chaque extrait serait comprise
entre 12 et 24 pug. Ces quantités sont relativeipeaahes de celles utilisées pour le témoin,
ce qui expligueraient I'intensité de coloration g#ine obtenue pour la substance de référence
(B sistérol : 10 pg) et le composé majoritaire (ergyas, composeé supposeé ici) de+0,61.

- le deuxieme composé majoritaire, retrouvé surdiesx especes actives (SW6 et SW45),
correspondrait probablement a un acide ganodépgisgjue la teinte rouge orangé obtenue
aprés vaporisation d’'anisaldéhyde sulphurique estotéristique de ces triterpenes, en
particulier de I'acide ganodérique B et C (Kolataal, 1985). De plus, nous observons que
les acides ganodériques (GA) DM et surtout GA A,Rig@roche du deuxieme composeé

majoritaire, ont tendance a prendre également celteation (figure 82).
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Avant méme I'obtention des résultats de séquengagesimilarités constatées entre SW6 et
SW45 concernant leur profil CCM, leurs caractéyistis micro-morphologiques ainsi que
leur résultats sur cellules cancéreuses, laissge@sumer ['éventualité que les deux
spécimens puissent appartenir a la méme espece, Bé&Mbté en décembre 2006, fut le
premier spécimen pour lequel nous avons obtenunimieition de prolifération intéressante.
De ce fait, un de nos objectifs lors de la réceffectuée en aolt 2008 flt de retrouver cette
espece en plus grande quantité de maniére a paweie nos recherches. SW45, récoltés en
adut 2008 présentait au niveau morphologique, @luisitraits communs avec SW6 ; puis le
séquencage de ces deux spécimens a permis de reoqalil s’'agissait bien de la méme
espece. Ainsi, les caractéristiques macromorphgleg sont des éléments importants pour la

détermination des especes.
2) G. lucidum asiatique vsG. lucidum européen par CCM

Résultats

Pour le méme éluant [Chloroforme-Méthanol (17 :2)]a quantité égale déposée (environ 15
mg), nous avons constaté, tout d’abord, que le§ilprohromatographiques des dex
lucidum sont différents. Celui d@. lucidum européen semble plus concentré queGle
lucidumasiatique en composés colorés, la plupart absbéb2B4 nm (les zones de migration

absorbant a cette longueur d’onde sont délimit@sie par un trait de crayon).

Tous deux possedent en téte de migration une zermoldration bleu-violet intense de R
similaire au témoin (R0,6). Néanmoins, ce composé majoritaire sembfeisgler en 2 spots
distincts pour I'espéce européenne : celui delRs élévé absorbe a 254 nm tandis que le

suivant n'absorbe pas ou faiblement de la mémenfgoe leB-sistérol.

Contrairement a SW6 et SW45, les spécimens désgmesle nom dé&. lucidum n’ont pas

mis en évidence de composé majoritaire de couteige orangé et de Rf 0,38-0,4. Toutefois,
'espece asiatique a présenté, de maniére nondegtible, ce genre de spot mais a des R
différents. De plus, pour ce dernier, nous avomsiaie, a plusieurs reprises, une zone intense
de migration absorbant a 254 nm, deientique a GA A (0,5), mais peu apparente apres

vaporisation de substances chromogénes (anisaldé&oyfirique).
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254 nm
R= 0,5

Figure 82 : CCM comparative de SW6, SW4&b, lucidumasiatique,G. lucidumeuropéen,
GA A, GA DM etp-sitostérol.

Discussion

Cette premiere comparaison des profils chromatdggaps sur CCM est rudimentaire, mais
a permis de révéler que les deux extraits sontitgtimsbment différents. Ce résultat est donc
en corrélation avec les conclusions des taxinosigte considérent que I'espéce asiatique est
différente de I'espece européenne (Moncalvo, 198%).méme, la similitude des profils
chromatographiques de SW6 et SW45 est en cornélatiec les résultats de séquencgage.

Ainsi, bien que toutes les possibilités offerteslpa tests CCM n’aient pas été explorées ici,

nous avons pu constater :

- que les profils chromatographiques @u lucidumeuropéen et d. lucidumasiatique

étaient différents.

- que l'analyse par CCM permettait d’obtenir unfipproaractéristique d’'une espece (SW6 et
SW45)
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- la présence éventuelle d’acide(s) ganodériqyefay G. tuberculosunfSW6 et SW45) et

pour I'espéce asiatique

- une présence probable d’ergostérol en tant qugposé majoritaire pour les 4 spécimens.

3) SW6 et SW45 par LC-MS

Les deux spécimens SW6 et SW45, dont les profitenchtographiques et les résultats
d’inhibition de prolifération sont similaires, onété analysés par LC-MS. Leur

chromatogramme UV, leur chromatogramme de massé@ie leur spectre de masse ont été
compareés. Les témoins GA A et GA DM et GA F ont éialisés a la concentration de 1

mg.mi™.

Résultats

Entre les temps de rétention compris entre 12 ehi?? les deux profils chromatographiques
sont superposables (figure 83). Chaque pic en contouespond a un méme compose de
temps de rétention et de poids moléculaires ideatiqtableau 5). Le plus important d’entre
eux est caractérisé par une masse moléculaire 21g.5®1", Amax= 254 nm, et un temps de
rétention = 15,15 min pour SW45 et 15,17 min pour SW6.

Selon la littérature et les témoins utilisés, lesyps de rétention ainsi que les spectres de
masse obtenus pour ces 5 pics chromatographiquesegent certaines caractéristiques des
triterpenes dzanoderma lucidumDe plus, en ESI-MS, la perte de® retrouvée pour les
pics 2 et 3 et pour GA A, est fréquente chez ledeacganodériques. (Yaraj al, 2007 ;
Chenet al, 2008 ; Fet al.,2008)

Enfin, a partir des 2 chromatogrammes de masse, aoans procédé a I'extraction des ions
dem/z517, 571 et 469. Les temps de rétention obtenustérdifférents de ceux des témoins
(GAA,GADMEetGAF).

Discussion
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En LC-ESI-MS I'approche chromatographique des @sti@W6 et SW45, nous a permis de
dresser un profil chromatographique caractéristided’espéceG. tuberculosum De plus,
cette technique nous a apporté une informatiotastmrasse moléculaire des composés. Celle-
ci semble correspondre aux masses rencontréesceoiins acides ganodériques (Yang,
2007). Ainsi, le pic 3, malgré des temps de rétendifférents de celui du témoin (17,29 min
pour GA Avs 15,93 et 15,97 min), mais dont le spectre de mpessente des ions ae/z
similaires (n/z499, 517 et 1033), pourrait correspondre a un éernde I'acide ganodérique

A. Enfin, les acides ganodériques A, F et DM n'pas été retrouvés pour cette espece.

Peaks Yy tr [M-HO+HJ"* [M+H] *et [2M+H]*
(min)  (min)
SW6 Sw45
1 14,52 14,58 531
2 15,17 15,15 515 533, 1065
3 15,97 15,93 499 517, 1033
4 17,90 17,89 532
5 21,80 21,77 475, 949
GA-A 17,29 499 517, 1033
GA-F 18,93 571, 1141
GA-DM 32,67 469, 937

Tableau 5 Temps de rétention de chaque pic etn@jaritaires obtenus en LC-ESI-MS pour

SW6 et SW45
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Figure 83 : comparaison des chromatographies deamiesSW6 et SW45.

4) Analyse du pic majoritaire de Ganoderma tuberculosum par

spectrométrie de Masse Tandem (ou MS/MS) en mode gaif

Des lors que les criteres taxinomiques et chimiggegejoignent, SW6 et SW45 seront

désigné sous le méme nom@guberculosum.

D’aprés Yanget al. (2007), les voies de fragmentation des acides gaipees en ESI-MS et
ESI-MS sont principalement la perte de@®{et de C@ (soit une perte respective de 18 et de
44 Da). Toutefois, la clef permettant de distinglgésr acides ganodériques entre eux réside

dans I'analyse des masses obtenues apres le ctiesgeoyaux C et D (figure 84)

Selon les différents types de substitution sur @2Z,et 15, le nombre total d’atomes de
carbone (G, ou Go) et la présence ou I'absence de double liaisgyp,, 5 types d’'acides

ganodériques peuvent étre ainsi caractérisés.
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Figure 84 : voies de fragmentation clef pour lsed@éination des acides ganodériques

L'analyse du composé témoin GA A par ESI-Wé& mode négatif (systéme quadripole),
donne les ions [M-H] [M-H,0-H]; [M-2H,0-H]; [M-2H,0-CO,-H]" de masse respective
m/z515, 497, 479, 435 ainsi que les ions b, b-1, b-P6 de masse respectinéz 301, 300,
299, 285. Ces ions obtenus par fragmentation delBaganodérique A sont identiques a ceux
obtenus par ESI-MSmode négatif (systeme a trappe d’ion) (Yastgal, 2007). Ainsi,
l'utilisation du systéeme quadripole parait étresawsficace pour la détermination totale ou

partielle des acides ganodériques connus ou insoffiguire 85)
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Figure 85 : Masses des ions obtenues aprés fragtimnpar ESI-MSde GA A

Le courant total d'ionisation (TIC) des extraits thranoliques obtenu par LC-ESI-MS en
mode négatif permet d’obtenir un pic majeug & 114,99 min. Le signal dominant obtenu sur
le spectre de masse en ESI-MS simple, a ce tempételetion, est I'ion an/z531 et les
signaux minoritaires sont par ordre d'importanceitensm/z1063 et 513. Les spectres ESI-
MS? des ions an/z531 et 513 présentent les mémes fragments (figsirec® qui permet de
les considérer respectivement comme étant [M-HM-H-H.O], m/z 1063 devant
correspondre & [2M-H]La présence du triterpéne dominant (MW= 532 gnholentionné a
tr 15,15 min pour SW6 et 15,17 min pour SW45 en LC4M&le positif est donc confirmé

ICI.

Ce composé dominant en ESI-Ri&st entierement fragmenté et n'apparait pas sspéetre
de masse (figure 86). Quatre ions, issus de larfeagation du noyau C et D : a, a+14, b et b-
16 dem/zrespectif 249, 263, 303, 287, sont retrouves. Gagrients sont caractéristiques des

acides ganodériques de catégorie Ill @anodermalucidum (Yang et al, 2007). Cette



144

catégorie se distingue par un groupement hydroggl€-7 et une fonction cétone en C-15.
Elle comporte, de plus, les molécules suivante& BGGnB, GA G, GA K, GnK (figure 13)
de masse molaire respective 516, 514, 532, 5742g5nol'. Parmi elles, GA B et GnB ont
des masses différentes et plus Iégeres de 16 BaXfie celle de notre composé majoritaire.
Ces composés sont donc exclus de nos hypothéstaidiire. Toutefois, cette différence de
masse devrait correspondre a la substitution dieme d’hydrogéne de GA B par un

groupement OH.

Ainsi, GA G de masse 532 g.riajui posséde un groupement OH situé sur le C-12ogtawn

C, représente un candidat potentiel a nos hypathdsestructure. Toutefois, en ESI-M&
fragmentation du cycle C et D de ce composé doesectivement les iomsam/z265 etb a
m/z319 au lieu des iorsam/z249 etb am/z303 attendus (différence de masse égale a 16
Da correspondant a la substitution d’'un atome H yargroupement OH sur le cycle

cyclopentanophénantrénique).

Par conséquent, le groupement OH devrait plutéttaer sur la chaine latérale fixée sur le C-
17 du composé. Cette hypothése parait confirmépaésence des ionsrdz531, 513, 469
[identifies comme (1) [M-H](2) [M-H,0-H] (3) [M-H2,0-CO,-H] " ] (figure 86) a la place des
fragments an/z515, 497 et 451 caractéristiques de GA B.
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D’apreés la littérature, un seul composé correspaindrl’acide ganodérique B hydroxylé sur

sa chaine latérale : il s’agit de I'acide ganodézi|(Kikuchiet al, 1985).

Si I'on suit le modeéle de fractionnement de GA Bpwsé par Yan@t al (2007) et selon
notre hypothése, cette molécule hydroxylée en C-86yrait se fragmenter ainsi

OH

-H201

HO

A®m/z5319

COan -H-01

C>m/z4699 D°em/z4519

Ce modele de fragmentation aboutit a la formatiedidn am/z451 que I'on retrouve sur le

spectre ESI-MS-MS du composé majoritaire de I'extBatuberculosum.

5) Comparaison des profils chromatographiques de nsse dedG. lucidum

asiatique etG. lucidumeuropéen

Méthode

Avant de comparer les deux espéces, nous nous somssarés de la reproductibilité des
profils chromatographiques pour une méme espeag. ¢&da, nous avons d’abord effectué,

pour chaque espece, I'analyse en LC-MS de deuxrspés :G. lucidumasiatique 1 et 2 et
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G. lucidumeuropéen 1 et 2 (tableau 31). La recherche desinérGA A, GA F et GA DM a

été effectuée pour les deux especes (figure 87).

Nom du composé| RI1 R2 R3 R4 Rb R6 Double
liaison
Acide ganodérique =O | B-OH | o-OH H H | =0
A
Acide ganodérique =0 =0 =0 | B-OAc H | =0
B
Acide ganodérique =0 =0 H H H H | A2zs
DM

Figure 87 : structure moléculaire des trois témoins

a) Résultats obtenus par comparaison des 2 spécinsemommesG. lucidum asiatique

Entre les temps de rétention compris entre 14 ehi®] les deux profils chromatographiques
sont superposables (figure 88 et 89). Chaque pamermun correspond a un méme composé

de temps de rétention et de poids moléculaire girai{tableau 6).

Durant cette période, la masse des composés,dmpstde rétention ainsi que la perte de
H,O obtenue pour certains ions méres [M*Hlem/z519, 533 et 515, sont conformes a ceux
habituellement obtenus pour les acides ganodérifWersg, 2007). De plus, la comparaison
des masses et desde chaque pic avec ceux des témoins permet areffique le composé
correspondant au pic n° 5 est tres probablemeonidBaGanodérique F (Boét al, 2000)

egalement nommeé 12-acetoxyganoderic acid F par ¥aag(2007).
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A partir des 2 chromatogrammes de masse, I'extraales ions [M+H]de m/zidentique a

celui de GA A (n/z517) montre plusieurs pics d’absorption ai8,11 ; 17,50 et 16,19 min
(16,20 pourG. lucidumasiatique 2) . L’'un des pics présente un temp®ation identique a
celui de GA A (18,1s 18,09 min pour GA A) (Figure 90 et 91), il estnddort probable

gue ce composeé soit présent dans les spécimetig@ssa

L’extraction des ions &/z571 correspondant a I'ion [M+HHe GA F confirme la présence

de ce composé dans les deux extraits (figure 9Q)et

En revanche, I'extraction des ionsvdz 469 correspondant a GA DM, donne un faible pic
d’absorption ag 36,05 min Ganodermalucidum asiatique 1) et 36,11minGanoderma
lucidumasiatique 2). Ces deux temps étant trés prochesldedu témoin GA DM (36 min),

il est probable que GA DM soit présent en faiblargiié dans les 2 extraits.

Numéro Temps de G. lucidumasiatique 1m/z G. lucidumasiatique 2m/z
des pics rétention (en
min) [M+NH,®  [M+H]", [M-H,O+H]® [2M+H]" | [M+NH 4" [M+H] * [M- [2M+H]
H,O+H]* *
1 16,40 536 519 501 1037 536 519 501 1037
2 17,31 550 533 515 1064,5 550 533 515
3 17,99 590 573 abs 590 573 abs
4 19,33 515 497 1029 515 497
5 1990 GAF 588 571 588 571
6 20,27 532 515 abs 532 515signal faiblg abs
7 23,46 318 301 318 301
8 30,21 322 305 322 305
Temps de
M-
Témoins  rétention (en [M+NH J*  [M+H] ", [ [2M+H]*
_ H,O+H]"
min)
GAA 18,09 534 517 499 1033
GAF 19,92 588 571
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GA DM 36 469 937

Tableau 6: Temps de rétention de chaque pic etn@jaritaires obtenus en LC-ESI-MS pour

G. lucidumasiatique 1 et 2
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Figure 88 : comparaison des profils chromatograpdsgde masse et des spectres de masse

desG. lucidumasiatique 1 et 2.
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Figure 89 : comparaison des profils chromatogragsget des spectres de masse @es

lucidumasiatique 1 et 2.
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Chromatogramme de masse@ulucidumasiatique 1

51.72 NL:
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Figure 90 : filtration des ions dwu/zidentiques a ceux de GA A, GA F, et GA DM a padltir

chromatogramme de masse@uucidumasiatique 1
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G.Lucidum Asiatique N2 (1mg/ml) fait le 020709
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Chromatogramme de masse@ulucidumasiatique 2
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Figure 91: Extraction des ions d#'zidentiques a ceux de GA A, GA F, et GA DM a partir

du chromatogramme de masseGluucidumasiatique 2

Les deux spécimens asiatiques possedent egaleawentemps de rétention 23,46 et 30,21

min, deux autres composés en commun (pic 7 et ®)ldem/z301 [M+H] et 305 [M+H]

ne coincident pas avec ceux des acides ganodériques

Enfin, sur la partie peu résolutive du chromatogreax(k compris entre 51,46 et 51,93 min)

le spectre de masse présente, pour les deux spésione ion de forte intensité de'z 282,

suivi de trois autres ions d’intensité plus faialm/z: 323, 468 et 563.
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Discussion

A partir des observations morphologiques, les Zispens appelé&. lucidumasiatique, ont
éte identifies comme appartenant a la méme espats, sous réserve des résultats obtenus
pour les spécimens européens, la superpositioprddiss chromatographiques de ces deux
souches asiatiques, permettent de confirmer cgttethese.

b) Résultats obtenus par comparaison des 2 spécineenommeéssG. lucidumeuropéen

Les 2 extraits méthanoligues issus @eslucidumeuropéens ont été analysés sur la méme
période comprise entre 14 et 31 min et révelens pics en commun (figure 92). Le premier
a & 23,46 min, présente un ionndz318 de forte intensité correspondant a [M+4NHet un
autre plus faible & 301 correspondant a [M*%HE deuxiéme pic &130,18 min, présente un
ion de forte intensité &n/z 322 correspondant & [M+NH et deux autres d’intensité plus
faible a m/z 327 et 305 correspondant respectivement a [M*N&][M+H]". Ces deux
composeés de structure inconnue ont également #tiuvés chez les. lucidumasiatique
(figure 92 et 93). Enfin le®¥ pic & & 34,27 min révéle un seul et unique ioméz 570
correspondant a [M+H] Les deux profils sont relativement similaires ep¢é la présence de
trois pics pour le 4 spécimen auxtcompris entre 17,85 et 18,25 min.

Discussion

En premier lieu, nous pouvons constater que ledilprohromatographiques des deux

spécimens européens sont relativement homogénes.

En second lieu, les deux extraits méthanolique& diucidumeuropéen présentent un profil
chromatographique différent de ceux présentés gmispéecimens asiatiques. Il semble, de

plus, gu’ils soient moins riches en composés, amament a ce qui a été démontré en CCM.

Nous ajouterons que les masses obtenues aux temgsedtion sélectionnés (entre 14 et 31

min) ne correspondent pas a celles des acides gagods. De méme, I'extraction des ions
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dem/z517, 571 et 469 n’a pas permis de révéler la poesdes composés GA A, GA F et

GA DM. Seul I'ion am/z570 et deg 34,27 min pourrait concorder avec ce type de cogmpos
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Figure 92 : spectre de masseGlducidumeuropéen au temps de rétention 23,46 et 30,18 min

c) Comparaison des profils chromatographiques de§&. lucidum asiatique, européen et

du G. tuberculosum

c-1) Choix du mode opératoire
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Le gradient d’élution utilisé dans ce travail ealide puisqu’il permet de distinguer aisément,
sur les chromatogrammes, les composés sortant@#dane, en particulier GA A et GA F,

riches en fonction carbonyle ou hydroxyle.

c-2) Discussion

Tout d’abord, GA A, GA F et éventuellement GA DMont été retrouves que sur les extraits

issus des deu®. lucidumasiatiques.

Concernant les spécimens correspondantGaducidum sensu strictcaucun des témoins
utilisés n’a été retrouvé. De plus, sur les chramgi@mmes, nous n’obtenons qu’un seul pic
d’absorption dont le spectre de masse pourrait thelement correspondre a un acide

ganodeérique.

Enfin, les espéces européennes et asiatiques ésan temps de rétention 23,46 min et
30,21 min deux composés similaires de masse réspeégale & 300 et 304 g.rfol

Toutefois, ces masses ne correspondent pas aesli&cides ganodériques (figure 93)



156

RT:21.82 - 34.49

1404

MCF: MS
120 Chromatogramme de masse de G- b
| . s 3427
g 100 Iucidum asiatique 1 3392
g 804
4 30.21
% 50 3043
E 403 2593 2706 2908 S0.08
20;
o -
1207 7.31E6
= NG F: M5
120 Chromatogramme de masse Stephancd
E de G. lucidum elm)peen' 1 33.96 SGLEw
100 - 1

607 23389
403 21.99

el LI

24.64 2685 2807 2943

7542

T T T T Laina i A AR M T T AR MO
22 24 26 28 30 3z 34

Time (min)
w22 ML 1D6E6
_ 3182 NL: 168E6 100 .
1007 Smphanel IGLATHME RT: Stephare01GLA 1734 RT:
] 2346 AV-AT-(00 +cESl ] 3018 AV:1 T DO} +cESI
50 comna sid=H 00 » 8] G Iucidumasiatique 1 corona sid=30.00
5 507 dottB0600Fulms| 8 . Tucidum asiatique 0et=1506.00 Ful ms |
= ] . o B0.00-1200 00] 5§ 7 Tr30.18 min 80.00-1200.00]
E 60 G. lucidumasiatique 1 2 60 »
£ 60 A ]
2 Tr23.46 min 2 7
2 a0 g 0]
] B
T {835 T 4 2052 |0 0
5] 3191 L .
] 2142 ] 2962 4
i 61
i [ 966 5991 6371 7675 pees 10103 11693 e b L[l (222 815 7pa ams  we1s 11742
- S s ML 184E6 1004 22 ML ODEES
p Swphanel 3GLEut#1348 ] uHA T34
] RT:2346 AV AT-0A} +¢ 7 RT30.18 AV:1T- D0} +c
80 ESI corona sid=30.00 807 ESl canna sid=30.00
] det=1506 00 Fullms | ] et=1506.00 Ful ms |
] ; 5 B0.00-1200 00] 1 . . 80.00-1200.00]
o0 G. Iuadum_emopeen 1 0] G. lucidum européen 1
] Tr23.46 min ] Tr30,18 min
40 40 w71
2] 3192 20:
{942 312 1 2241 651
AT [ HAT2 48B3 6ipq 7563 ges6 o7R4 11963 ol 1801 )46 6072 7710 8367 10137 11152
frsttes bbbl sl e e e ) kb st A st e e e e
200 400 500 800 1000 1200 200 400 600 800 1000 1200
miz miz

Figure 93 : Comparaison des spectres de masSe ldeidumasiatique et européen au temps
de £23,46 et 30,18 min

Ainsi, I'espece auquelle se réferent les nombrepsesdications axées sur la recherche de
substances bioactives, en particulier les acidemdgxiques, correspondrait plutdt a nos

spécimen$. lucidumasiatique 1 et 2 qu’aux spécimébslucidumeuropéen 1 et 2

Ensuite, les profils chromatographiques obtenus Ljgz2#MS sont relativement homogénes
entre les spécimens d’'une méme espece, mais cemaet differents entre I'espece

asiatique et I'espece européenne.

Nous pouvons donc conclure que l'analyse en LC-M8npt d’aboutir au méme résultat
obtenu par séquencage des ITS 1 et 2 selon ledesllspécimens européen et asiatique
désignés sous le nom @ lucidumsont des espéces différentes (Moncadval, 1995 ;

Hseuet al, 1996 ; Wanget al, 2009). Le fait que I'espéce européenne corresp@uis.
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lucidum sensu strictsuggére que le no@. lucidumemployé pour désigner les spécimens

utilisés traditionnellement en Asie est incorrect.

Enfin, nous avons constaté que I'esp&cetuberculosumg’une partne contenait pas ou en
faible quantité (et dans ce cas non décelable eMB(; les témoins GA A, GA F et GA DM,

et d'autre part qu’elle possédait, en forte prapartun autre acide ganodérique de masse
moléculaire 532 g.mdtorrespondant & GA B hydroxylé sur la chaine l&énaon décelé
dans les spécimens asiatiqudddn a m/z 533 obtenu pour les deux G. luciduna@gue
possede un temps de rétention (17,31 min) diffaderntelui de I'acide ganodérique majeur

retrouvé chez sur G. tuberculosum (15,16 inin)

La premiere hypothése serait donc qu'il existe eau des acides ganodériques, ou autres
triterpenes de type lanostane, une différence tatiak entre les especes du genre
Ganodermainsi, ces composeés constitueraient, dans ce travaiomme cela a déja éte
démontré auparavent (®tial, 2001 ; Wangpt al, 2006 ; Chert al, 2008 ; Fuet al.,2008),

de bons indicateurs taxinomiques pour@asodermataceae

6) Confrontation des résultats obtenus par LC-MS ae&c la bibliographie et
les résultats de séquencage de I'UCL et de Moncalyb995)

Tout d’abord, le séquencage de plusieurs spécimésignés sous le nom & luciduma
montré que ce complexe se scindait en deux clades distincts. Le premier comprend
'espece européenne, le deuxiéme comporte au noeos especes difféerentes d’origine
asiatique. Il a été démontré que la premiere especespondait aws. lucidumindien,
taiwanais et philippin, et que la deuxieme espéait & auG. lucidumchinois et japonais
(Moncalvoet al., 1995 ; Wanget al, 2009) (figure 94).
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— Characteristics of myeelia in cult

Figure 94 : Cladogramme de certaines especes da @anodermgMoncalvo, 1995)

Apres observations des caracteres microscopiquas spécimens du premiegroupe
[piléocystides courtes (environ 20 pum), spores dples et finement échinulées], Wasial.
(2009) concluent que le§&. lucidum indiens, taiwanais et philippins correspondent a
I'holotype duGanoderma multipileum

Sur l'arbre phylogénique des Ganodermes de I'UGgu(e 95), nous constatons q@
multipileum (X87351, Smith & Sivasithamparan, 2000) est mondgilgue avec les
spécimens récoltés aux Antilles (SW55, SW44, SWaEBW57) (figure 95, entouré en
rouge).
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Figure 95 : une partie du cladogramme de difféemgpeces du genteanoderma(Cony
Decock, 2009)

De plus, si I'on compare la description de I'hojmycorrespondant a I'espéGe multipileum
faite par Wanget al, (2009) avec celle de SW55, nous constatons égaledes analogies
morphologiques entre les spécimens : spores obémdinement échinulées et cellules du

revétement courtes (figure 96 et 97).
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Figure 96 : basidiospores et piléocystides deigure 97 : Basidiospores et piléocystides de
G. multipileum(Wanget al., 2009) SW55 G. martinicense)

1Bar =10 ym 1 Bar =10 pm

Les traits morphologiques évoqués ci-dessus attedtec d’une probable parenté entre les
spécimens asiatiques correspondanGaunultipileumet les spécimens néotropicaux, ce qui

est en corrélation avec leur position sur une méraeche du cladogramme illustré.

Ensuite, les résultats de séquencage obtenus & [Ja€Cony Decock (figure 95, entouré en
noir) montrent que le deuxieme groupe correspondaléspéce chinoise et japonaise est
monophylétique avec le clade dmstisii. Wanget al. (2009) la distingue d&. multipileum

par des spores dont les échinules sont plus épassgsus longues, un contexte plus pale et
par une surface porée jaunateerom. persCony Decock). Nos spécimens asiatiques, dont
les caractéristiques morphologiques coincident avec description faite ci-dessus,

correspondraient ainsi a cette espéce.

Les caracteres morphologiques et génétiques attedtmc d'une dichotomie au sein du
groupe dess. lucidumasiatiques. Toutefois, jusqu’a maintenant, auaguiraent chimique

n'a été utilisé pour distinguer ces deux espéeces.

Or, nous savons, d’aprées la bibliographie et nopnas essais, que I'espece chinoise contient

majoritairement des acides ganodériques spécifiqumes retrouvés chez 16. lucidum
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européen et leG. tuberculosum L’ensemble des articles étudiés, montre égalentent
présence minoritaire d’acides lucidéniques au deioette espéce.

Poutant, il a été décrit récemment, sur une sot&iveanaise dés. lucidum la présence
d’acides lucidéniques en tant que composés mdjestéd_ A A, LA B et LA C) (Wencget al,
2007). De plus, Nishitobat al (1986) décrivent eux aussi une souche de formefiée
(‘antlered’= forme d’andouillet ou stipe avec pkisis chapeaux) contenant majoritairement

les mémes acides lucidéniques

Terpenoid Patern of G. lucidum 2153
GA-C
Ow. w T W (®
. GA-4
G lucidum g /
~3
E!Ol'lam &
8 Ga-8 GACIGA-B
C'?Cla H0 E g \ 1
T HALC g a-a o
€ thymol ks P
3 J 3 GA-C.\ thymot
g : ﬁ “ y
L] . : %
€ o » » @ 0 X 0 © 020 0 X 0 20 20 &
_g Retention time (min)
g 8w, Fic. 3. Reverse-phase HPLC of CHCI, Extracts from G.
~
>
=3

4w,
LADye thymal lucidum (Strain IT) (A) and (Nagano) (B).
LA;CU_E‘ ;*‘A GA-A, ganoderic acid A; GA-B, ganoderic acid B; GA-
jurs C,, ganoderic acid C,; GA-C,, ganoderic acid C,. Thymol
%

0 I I
Retention time (min)
Figure 98 : Profil chromatographique des extrditemformiques des souches asiatiques | (a
gauche) et Il (a droite) désignées sous le no@.dacidum(Nishitoba, 1986). Le profil de
gauche montre la présence majoritaire d’acidesl@mques, tandis que celle de droite montre

la présence majoritaire d’acides ganodériques.

Si nous suivons I'hypothése selon laquelle les aspalu genrégGanodermapeuvent se
différencier par la nature de leurs triterpenessilprobable que I'espece taiwanaise, indienne
et des philippines correspondanBamultipileumpuisse correspondre a la souche produisant

majoritairement des acides lucidéniques
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Selon la méme hypothese, un autre spécimen taigyat&signé sous le nom Ge tsugaepar
Chen et Chen, (2002), devrait correspondrésalucidumchinois puisque celui-ci contient
majoritairement les acides ganodériques A, B, CEDC5, C6, G et D. De plus, les résultats
de séquencage confirmeraient cette déduction pelilggouche chinoisés( lucidun) et la

souche taiwanais&s( tsugag se retrouvent sur la méme branche de l'arbreqgéylique de
Moncalvoet al (1995)

G. ahmadii 14329 PK e o
G. v::imim’um 28233  EC o4 é
G. carnosum 1197121 EC 6 a %
r 98 41 G. rsugae 223.48 CA SBE&
G. rsugae 428.84 us A
G. hucidum 46753 us O
G. tsugue 46754 us o0a
G. oregonense 177.30 us oA 1
WU T— G. oregonense 46750 us 20 A
G. fucidm 33217 EC - " h
G. fucidum 270.51 EC @ o .
G. verstedii 52410 AG Q0 2
G. perstodii 52409 AG o0
< G. tsugae 0981 CH ofa
93
G. lucidum RZ ™ oM A
é. lucidum 0626 ™ oH A "
G. licichun 32471 R A 3
e 100 oW A
® XA 1
—— e TG e oA
= 2B |-
10 G. isugue J2 P
b6, 15ugae BLC TW o
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- 92 G sp. TEX.1 ¢ 1 F Ak
G. boninense RS TW -
G. resinacenm 194.76 EC . ! A 5
——‘_‘[-_E?;rminm‘mlm 15227 h(~ o
G. pfeifferi 747.84 EC g

Characteristics of mycelia in culture
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Figure 99 : Position des especes désignées sowsrlaleG. lucidumen Chine continental et
sous le nom de G. tsugae sur I'ile de Taiwan

Pour résumé, |&. lucidumsensu strictoest une espéce strictement européenne. Ce nom
donné a certaines especes asiatiques est don@pigjug. De plus, 1&. lucidumeuropéen
contient tres peu de triterpénesagpriori aucun acide ganodériqud. tsugaeest une espéece
retrouvée uniquement dans I'hémisphere nord, demotéts de Pins ou de Sapins, et ne peut
étre retrouvée a Taiwan ou au Japon (Moncehal, 1995)

Le G. lucidumasiatique correspondrait a deux especes diff&sertelle de Chine, apparentée
au G.tsugaede Taiwan, serait proche du groupe @Gescurtisii et contient en majorité des

acides ganodériques (Clade UCL et Moncaval, 1995 ; Moncalvo, 2000), celle de Taiwan
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correspondrait a I'espédd.multipileumet pourrait correspondre a la souche Il décrite pa
Nishitoba (1985) produisant majoritairement deslegilucidéniques (Wargg al, 2009).

7) Tentative d’identification des acides ganodériges de nos deuxG.

lucidum asiatiques.

En partant de I'hypothése selon laquelle nos sp&tdmasiatiques correspondent @u
lucidumchinois et japonais (Moncalvo, 1995 ; Waataal, 2009), et que cette espece possede
majoritairement les acides ganodériques décrits tafittérature, il suffit de comparer ou de
superposer nos chromatogrammes avec ceux de deatlitte, de maniére a identifier nos

COMpOSES.

Toutefois, lorque I'on consulte la bibliographieag et al., 2007 ; Fuet al, 2008, Cheret
al.,2008), les pics d’absorption, correspondant auxleaciganodeériques, ont des temps de

rétention plus élévés et plus espacés.

Ainsi, méme si les solvants utilisés sont identgjaax notres (eau et acétonitrile contenant
0,1% d’acide formique), le pouvoir éluant du gradliatilisé dans les travaux mentionnés ci
dessus (30 a 32% d'acétonitrile en 40 minutes)nmesins €lévé que celui utlisé pour nos

travaux (0 & 90 % d’acétonitrile en 45 min).

Nous avons, bien évidemment tenté, d’appliquer émm protocole d’élution préconisé par
ces travaux antérieurs. Malheureusement, sur lfgtpatilisé, la diminution du pouvoir
éluant du gradient a entrainer une perte d’intérsfs pics et par conséquent une détection
difficile.

Nous emettrons, alors, I’hypothése que les conagaitis croissantes d’ACN utilisées dans ce
travail devraient permettre d’obtenir un ordre dti&n comparable a ceux des travaux

antérieurs.

Dans ce contexte, nous avons tenté d’identifiedeetdéduire la structure de 6 composés
correspondant aux 6 premiers pics des chromatogesnu® masse des spécimens asiatiques

retrouvés entre les temps de rétention comprig drtret 21 mn :



164

- par I'analyse de leur spectre de masse en LC-MS,

- en comparant leur ordre d’élution ou de sortiecdnne C-18 RP (en mode gradient

d’élution eau / ACN) par rapport a ceux de nos t@set ceux obtenus dans la bibliographie.

Apres ce laps de temps, les chromatogrammes demagsésentent que 2 pics d’absorption
a 23,46 et 30,21 mn. Les composés correspondams aetnps de rétention, de masse
respective égale a 300 et 304 g.fhale concordent pas avec les acides ganodériques. A
dela de la 31" mn, les pics observés n'étant pas suffisammentussil est difficile de faire
correspondre pour chaque pic, une masse signifiecale plus, dans les travaux antérieurs,
au gradient d’élution évoqué ci-dessus, GA F faitip des acides ganodériques, carbonylé en
C-15 et C-23, généralement élué en dernier surcolne de type RP-C18 (Yang, 2007 ;
Weng, 2008).

Pour toutes ces raisons, hous nous sommes uniqtieoraentrés sur la période 14 et 21 mn.

CWealburDatalNath\Stephane11GLAT 71212009 5:15:40 PI
. IcidumAsiatigue N1 (1mg/mi fat le 020709 ,
E 100 - D o
=100 118 | T80T q038 190 245 15 .
= umsyen T il 04 28 B2 g ;:;piia:gﬁu:
= 1t
= 1799 .
= {0 ] " 1808 e
E 14_3_,3 152?. 1'51—1_1..43 174 1@34 19M94 gﬂZE nL 701 e 2347 g&agji% gEJM T:E:IFCE:CG
['_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| -
1 15 18 17 18 19 A 21 P pA pl! pid
Time (min)

Figure 100 : Chromatogramme de masse des extegtsgecimens asiatiques désignés sous
le nom deG. lucidum
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Picl (tableau 7, figure 10Q)entre les temps de rétention 14 et 21 min, le preECOMpPoOsé
élué correspondrait vraisemblablement au GAdgide ganodérique de type | selon Yahg

al., 2007) par sa masse moléculaire 518 ghetlla présence de I'ion [M4@+H]*. La perte
d’'une molécule d'eau en LC-ESI-MS mode négatif n’pas caractéristique de ce type,
toutefois notre témoin GA A, appartenant égalenanttype | présente également sur le
spectre de masse lion [M@+H]". De plus, ce composé est 'un des premiers acides

ganodériques majoritaires a étre élué dans leaurade Yanget al, 2007 ; Cheret al, 2008.

Pic 2 (tableau 7, figure 10Q)notre deuxieme composé présente une masse €gakgmol
! Or, d'aprés la bibliographie, le seul acide garifie ayant une masse comparable et qui
soit rapidement élué aprés GA €st I'acide ganodérique G (acide ganodérique e til)
(Yang et al.,, 2007 ; Liu et al, 2009). De plus, la perte d'une molécule deau est

caractéristique des acides ganodériques appartamatie catégorie.

Pic 3(tableau 7, figure 100) : le troisiéme composé,nuEsse égale a 572 g.rilplest
majoritaire et de temps de rétention proche de deltémoin GA A. D’apres la bibliographie
(Yang et al, 2007 ; Liuet al, 2009 ; Cheret al, 2008 ; Wanget al, 2006), le composé
majoritaire, de masse comparable, élué apres GAtGA G, correspond a GA H. Sa
structure est proche de GA F (témoin), et commeG& H en ESI-MS mode positif ne perd
pas de molécule d’eau. C'est la raison pour laguatius excluons l'acide ganodérénique K
(type Ill ; MW = 572 g.mof) pour lequel nous devrions obtenir de I'ion [M@4#H]" am/z
555. Sur les spectres UV et TIC de Yaial. (2007), les pics correspondant a GA A et GA
H ne sont pas résolus, tandis que sur les autreaux cités ci-dessus, les temps de rétention
entre ces deux composés sont tres proches. Cetigtatation constitue également un
argument puisque sur notre chromatogrankengic 3’ correspondant a notre témoin GA A

forme un épaulement avec le pic 3.

Le pic 4 (tableau 7, figure 100) correspondrait a I'acideagiérique D, par sa masse (514
g.mol*), sa position sur le chromatogramme (élué aprée<CgABA G, GA H et GA A ; Yang
et al, 2007 ; Liuet al, 2009 ; Wanget al, 2006), et sa perte de,® ( GA D de type lli
comme GA FWI). Une autre éventualité serait de iclemer ce pic comme correspondant a
'acide lucidénique D. Toutefois, les acides lucidgies en LC-ESI-MS se distinguent par

I'absence de [M-bO+H] et par la perte de GBOOH, ce qui n’'est pas le cas ici.

Le Pic 5 (tableau 7, figure 100) correspond a notre téneAF.
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Le pic 6 (tableau 7, figure 100) correspondrait a l'acidmagérique J, par sa masse (514
g.mol"), 'absence de lion [M-HO+H]*caractéristique des acides ganodériques de type II
(Yanget al, 2007), et son élution situé apres GA GA G, GA H et GA A, GA D; Wangt

al., 2006 ; Yanget al, 2007 ; Liuet al, 2009 ;).

Numeéro des pics Temps de G. lucidumasiatiquem/z
ou témoin rétention (en mn)
Masse [M+NH g*  [M+H] ", [M- [2M+H]*  identification
moléculaire H2O+H]*

1 16,40 518 536 519 501 1037 GAC,
2 17,31 532 550 533 515 10645 GAG
3 17,99 572 590 573 abs GA H
4 19,33 514 515 497 1029 GAD
5 19,90 570 588 571 abs GAF
6 20,27 514 532 515 abs GAJ

GAA 18,09 516 534 517 499 1033 témoin

GAF 19,92 570 588 571 abs témoin

Tableau 7 : Proposition de structure pour chaquaegirouvé pour G. lucidum asiatique 1 et

2, au temps de rétention 14-21 mn.
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E) Résultats obtenus par fractionnement de lextrdi G.
tuberculosum
1) fractionnement de SW6

Dans un premier temps, nous avons fractionné B#ximéthanolique SW6 en 5 parties

différentes (voir partie expérimentale)

- SW6.EP: fraction théoriguement riche en composé fortenagaiaire : ergostérol et acides

gras saturé ou non

- SW6.W, SW6.N: fraction éventuellement riche en triterpénes meatiégérement basique
-SW6.C

- SW6.A : fraction théoriquement riche en acides ganodériques

Aprés une CCM (Chloroforme-Méthanol 17:2) de céierintes fractions, nous avons obtenu

le résultat suivant (figure 100)

Rf 6,4

Rf 0,44

Extrait méthanolique
Ganodermatropicumlaff G.
tuberculosum
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Figure 101 : Comparaison des différentes fractastenues a partir de I'extrait SW6
correspondant &. tuberculosunsur CCM

Nous constatons, tout d’abord, que les deux consposgoritaires de notre extrait brut ont
éte séparés. Nous retrouvons, effectivement, stratdion SW6.A, une zone colorée rouge
orangé de R0,44 (résultats obtenu précédemment pour SW&);,38-0,4 ; composé entoure
en rouge (figure 101). Ce spot majoritaire devreotrespondre, de par le mode de
fractionnement utilisé et de par sa coloratioriaéide ganodérique B hydroxylé sur sa chaine
latérale fixée en C-17. Le deuxieme composé majoeit(de R0,64) est retrouvé sur la
fraction SWG6.EP. Il correspondrait, d’apres les C@flectuées et la bibliographie, a
I'ergostérol (Domingueet al, 1972 ; Kohdaet al, 1984 ; Yuaret al, 2007).

Test des fractions sur PC3.

Fraction testée Rendement en % % d’inhibition a
50pg/ml
SW6.A 0,99 5
SW6.B 0,49 3
SW6.C 1,48 12
SW6.W 8,297 11
SW6.EP 0,36 28

Tableau 8 : résultats d’inhibition de prolifératisar PC-3 des différentes fractions issus de

SW6

Il apparait dans ce tableau (8) que le ou les él&vaxtifs de I'extraisW6 (G. tuberculosum)
se situeraient dans la fraction la plus apolaircawn résultat d’inhibition égal & 28 % pour

une concentration de 50pg.fhL

A ce moment précis de notre travail, la quantistaiete du spécimen SW6 (20g de matiere
séche) (récolté en Martinique, 12/06), ne noussapgamis d’exploiter d’avantage cet extrait.
SW45 récolté en grande quantié I'année d’aprésprnél des résultats d’inhibition de
prolifération sur PC-3 identique a SW6. De plus, fésultats de séquencage ont montré que
ces deux spécimens appartenaient au méme clade. &ans pu, ainsi, poursuivre nos

recherches sur cette espece.
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2) Fractionnement de I'extrait méthanoligue SW45 . tuberculosum)

Le procédé utilisé pour le fractionnement est sirel a celui utilisé pour SW6 et figure dans
la partie expérimentale. Trois fractions importantent été ainsi obtenues: SWA45.EP ;
SW45.GAp et SW45.GA. Les 2 premieres ont ensuéeaeftactionnées par chromatographie
sur colonne de silice, tandis que f4%ar CLHP semi-préparative.

a) Fractionnement de SW45.EP

La fraction SW45.EP a été obtenue dans les mémmeditioms que SW6.EP. Cette fraction a

ensuite été refractionné par ‘flash chromatographigr partie expérimentale) en 7 partie :
FI, Fll, FlII, FIV, FV, FVI, FVII (figure 102)

Fl FIl il FIV FV FVI FVII Ergostérol

Figure 102 : profil CCM des différentes fractioasues de SW45.EP

Les cercles correspondent au zone de migratiobleisous lampe UV a 366 nm, tandis que
les rectangles, au zone de migration visible a @84 Fl et FIV sont les fractions pour
lesquelles nous avons obtenu les masses les phastantes (327 et 633 mg respectivement).

La fraction IV posséde une zone de migration vis#l254 nm qui se colore en brun vineux
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aprés vaporisation d’anisaldéhydes sulfurique. 8prest compris entre 0,22-0,28. Elle
semble correspondre avec celle de I'ergostéroldi@mLa fraction IV posséde, de plus, une
deuxieme zone de migration de coloration violet&6& nm et de F0,19, que I'on retrouve

egalement sur le profil chromatographique du témoin

En ce qui concerne la fraction |, elle possedeiglus zones de migration visible a 254 nm
qui se colore en violet ou brun vineux aprés vaation d’anisaldéhydes sulphurique. Elle
présente également une zone de migration visiBB6anm (entouré en noir sur la figure 102)

gue I'on retrouve chez le témoin.

La présence d’ergostérodans SW45.EP est confirmée ici. Les zones dedhaance visible
a 366 nm retrouvée dans les fractions Fl et FINeemoin devraient correspondre a des

composeés de dégradation ou d’oxydation de I'ergokté

b) Fractionnement de FI’ issus de SW45.EP (figureQB)

Les fractions Fl et FIl ont été réunis pour fornér La fractionFrl’ a été fractionnée par
chromatographie sur colonne de silice (30g) (vaitip expérimentale). Six fractions ont été
obtenues (dé&rl’ o a Frl’¢) de poids respectifs_: 244, 23, 10, 15, 24, etriZP La fraction
Frl'a a été fractionnée sur CCE par I'éluant Hexane-@wet(9 : 1) pour donner 5 fractions
(deFrl’" a1 & Frl’ o5) de poids respectifs : 74, 116, 44, 10 et 0.1 mg.
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Hexane-Acétone (9/1)

F’Al F’A2 Fi’A3 FiI’A4 FiT’AS  erpostérol

Figure 103 : contréle par CCM de la pureté degifsas Frl'a; a Frl'as

La fraction FrI’A-1 ne posséde gu’une seule zonendlgration. Son degré de pureté ainsi que
le ou les poids moléculaires des composés présantété analysée en LC-MS. Le résultat
obtenu sur le chromatogramme n’a révélé aucun ceépignificatif tant sur le plan de

'analyse UV que sur le plan du chromatogramme @ss®. Les autres fractions n’ont rien

données également.

La mauvaise solubilité des composés tres apolaless le méthanol pourrait expliquer
'absence de signal significatif sur le chromatognze. Il en résulterait une mauvaise
ionisation des composés par I'électrospray et paséquent une absence d’enregistrement
par le lecteur de masse. Le méme phénomene ar&tat@davec I'ergostérol qui nous a servis

ici de témoin.

c) Analyse de SW45GAp en LC-MS et Fractionnementifure 104)

SWA45GAp correspond au précipité obtenu aprés amtiibn de la solution alcaline contenant
les acides ganodériques ionisés (voir partie egpentale). Cette fraction a été analysée en

LC-MS et son spectre a été comparé avec celuedéedit.
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Figure 104 : Comparaison des profils chromatogius de SW45 et SW45GAp

Pour les temps de rétention compris entre 12 eiB2les pics autl4,58 min correspondant
a [M+H]" m/z531 et & 15,93 min correspondant & [M+H}/z517 de SW45 ne sont pas

retrouvés dans la fraction SW45GAp.

Le pic obtenu pour SW45 & 21,77 min est fortement atténué pour SW45GAp2(,78
min). De plus, le spectre de masse correspondatat2i78 min ne correspond pas du tout a
celui retrouvé pour I'extrait ((M+H]m/z475vs 318 pour la fraction SW45GAp).

En revanche, le pic majoritaire correspondant aHii4m/z533 au 4 15,15 min de I'extrait
brut est retrouvé sur la fraction @ 15,13 min ainsi que les pics @ 16,93 et 17,89 min
(correspondant a [M+H{le m/zrespectifs 531 et 515). Le pic minoritaire de SV#4& 17,45
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min correspondant & [M+Hm/z 531 devient majoritaire pour SW45GAp. Un nouveay p
minoritaire, apparait a 19,87 mimaz545

Ensuite, SW45GAp a été fractionnée par chromatdggagur colonne de silice (figure 105).
Des mélanges de polarité croissante (Méthanol-Gfdone) ont été utilisés pour I'élution
des composés. (Voir partie expérimentale). 8 soastibns ont ainsi été obtenues : GA
GAI; GA); GAv ; GAy; GAy; GAv ; GAvy . Ces fractions ont été analysées par LC-ESI-
MS.
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Chloroforme-Methanol (17/2

Ergostérol GAI GATl GAINl GATV GAV  GAVI GAVI GAVII

Masse de 13 mg 23 mg 75mg
fractlon

[M+H]+ 515
{17,52) (17.001 (IT.WI (15 15)
I‘h‘B les
Masse de 23 13 2 23 16 25 21 75
la fraction
en mg
[M+H]*retr 515 nd nd 531 531 533 nd nd
ouvés (17,52) (17,05) | (17,05) | (15,15)
dans les
fractions 515 nd nd 531 531 nd nd
en (17,95) (17,48) | (17,48)
m/z.(temp
s de 545
rétention | (19,88)
en min

Figure 105 : sous fractions GA GA,; sur CCM et leur principaux pics obtenus en LC-MS.
Seul les pics majoritaires ont été inclus dansbkau. Les fractions GAll, Ill, VII et VIII

n'ont pas été analysées en LC-MS
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Les deux composésri/z 515 [M+H]" de la fraction GAperdent facilement une molécule
d’eau pour donner [M-fD+H]" am/z497, de la méme maniére que le composé majoraaire
m/z533 de la fraction G4 et GA,, et le composé m/z531 de 17,48 min retrouvés dans

les fractions G4y et GA,. En revanche les composés& 545 de GAetm/z531 de ¢ 17,05

min des fractions G/ et GA, ne perdent pas de molécules d’eau sur les spectres

Le composé majoritairer@d/z533 est retrouvé sur les fractions @At GA/. Son Rf s’étale
entre 0,32-0,37 ce qui correspond a la zone deatgr majoritaire de couleur rouge orangé
obtenu pour SW45.

Les fractions GAy et GA, ont été réunies afin d’augmenter les quantitésxtché
fractionner contenant le produit majoritaire. Un€EECde la fraction Gé.y a été réalisee
afin d'isoler le composé majoritaire de masse mdiie 532 g.mot. La fraction purifiée
obtenue n’a malheureusement pu étre exploitée dtaga de part le faible poids obtenu et
son manque de pureté (54%) analysée par LE-MS

d) Analyse de SW45GA en LC-MS

Cette fraction provient de la solution alcalineiddi®e a pH=3-4, et contient les composés
acides n'ayant pas précipité (voir partie expéritale). Les triterpénes acides résiduels ont
éte extraits par une séparation liquide-liquidecada chloroforme dans une ampoule a

décanter. Le poids obtenu de la fraction sechde802 mg.

La fraction a été analysée par LC-MS en mode [fo€idlle-ci a montré qu’elle contenait en
trés gande majorité un composé dont le temps datiéh ainsi que le poids moléculaire sont

similaires a ceux obtenu pour le composé majoeitde SW45 (figure 106)

La longueur d’absorptioh est de 256 nm et la pureté de ce composé obtehC-@nS est de
64%

* La méthode de purification par CCE par le solv@htoroforme-Méthanol (17 :2) n'a pas

été convaincante du fait d’'une mauvaise séparatiésncomposeés en mode préparatif
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Plusieurs précipitations successives a I'éther deofe de cette fraction, préalablement

solubilisée dans un minimum de dichlorométhanegmms d’augmenter sa pureté jusqu’a

70%.

RT: 11.07-43.79
RT:15.15
MA: 3512864

600000

550000% 533 m/Z

500000

450000
400000

350000
2 3
E 300000
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100000
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6.39E5
Total Scan
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GanoH1

Time (min)

Figure 106 : Chromatogramme de masse de la fraBWVgda5GA
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Figure 107 : ESI-MS-MS de lion a@n/z 531 correspondant au composé majoritaire de
SWA45GA ; EC -40V

4) Analyse de la fraction SW45GA en RMNH et °C (partie concernant le

composé majoritaire GA FWI

A partir du spectre carbone DEPT, on détermine lquenolécule contient 30 carbones : 7
méthyles (-CH), 6 méthylenes (-CH), 7 méthines (=CH-) et 10 carbones quaternai@s (
qui inclus 4 carbonyles (C=0) (80,2 ; 198 ; 211,4 et 218 ppm).

Les déplacements chimiques du spectre RMNt°C, ainsi que les spectres de corrélations
scalaires'H-'H (COSY) et'H-*C (HSQC et HMBC) indiquent que ce composé posséde 4
cycles cyclohexaniques A, B, C, D de type lanostiomd les radicaux en C-3, C-7 ; C-15, C-
13 sont identiques aux acides ganodériques de Ityg&¥ang et al, 2007) en particulier
I'acide ganodérique B et | (Kikucleit al, 1985).

En ce qui concerne la chaine situé en C-17, unldbuiéthyle & 1,19 (H-21) est couplé
avec un groupe méthines&,25 (H-20) qui est lui-méme couplé a un groupdmadthine &
4,02 (H-22) déblindé du fait de la présence d’'usugement hydroxyl (OH) sur le C-22. Un
autre doublet méthyl & 1,30 (H-27) est couplé avec un groupement méthin8,08 (H-25)
qui est lui méme couplé avec un méthylerie2a41 et 3,22 (H-24). La structure de la chaine
en C-17 a été confirmée par spectre RMN HMBC. Calunontre, en effet, une forte
corrélation entre le carbonyl en C-23 et les pret®2 et 24, ainsi qu’entre le carbonyle en C-
26 et les protons 24 et 27.

29 \28

Figure 108 : numérotation des carbones des acatesigriques
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Les différentes corrélations carbone-hydrogéneétntetablies par I'interprétation du spectre

HMBC résumé ici dans le tableau 9.

La stéréochimie d’'H-3, H-7 et H-17 a été définie paxpérience NOESY permettant de
mettre en évidence les proximités spatiale de prpty effet Overhauser) (voir tableau). Ces
corrélations dipolaires ont été observées a pdetid-3 vers H-28 ; de H-19 a H-29 ; de H-7 a
H-30 et H-17 a H-30.

Ainsi la structure chimique de ce composé a étatifilee comme un acide ganodérique B
hydroxylée sur la chaine en C-17. De plus les sped®MN ont permis de révéler que le

groupement hydroxyle se situait sur le C-22.

La structure définitive identifiée est Ie8,3p,22-trihydroxy-11,15,23-trioxo-lanost-8-en-26-
oic acide (figure 109). Ce nouveau composeé a giélapicide ganodérique FWI en référence

a French West Indies (Les Antilles Francaises).

OH

HO

-
-
-
-
-

Figure 109 : B,7B,22-trihydroxy-11,15,23-trioxo-lanost-8-en-26-omae (GA FWI)

Atome ¥c 'H (figure 110) HMBC (figure 111)
1 34.7t 00.99 m C-2, C-10, C-19
p2.83m C-2,C-3,C-5, C-10
2 276t 1.68 m C-1,C-3,C-4,C-10
3 78.3d 3.23dd (4.7, 11.0) C-4, C-28, C-29
4 38.8s
5 49.1d 0.89m C-4, C-6, C-7, C-10, C-19, C-29
6 26.5t B1.63m C-4, C-5, C-7, C-8, C-10
a22m C-4,C-5, C-7,C-10



7 67.0d
8 156.7 s
9 142.8 s
10 38.6s
11 198.0 s
12 50.3t
13 454 s
14 58.9's
15 218.0's
16 40.2t
17 41.4d
18 175q
19 18.5q
20 39.7d
21 18.4 q
22 81.5d
23 211.4s
24 420t
25 34.4d
26 180.2's
27 17.3q
28 28.1q
29 15.5q
30 245 q

4.831(8.7)

@ 2.68d (16.8)
B 2.81 d (16.8)

2.0dd (9.7, 19.2)
2.57 dd (7.9, 19.2)
2.45m

10s

1.23s

2.25m

1.19d (6.9)
4.02d (2.0)

2.41 dd (3.8, 18.0)
3.22 dd (9.7, 18.0)
3.08m

1.3d(7.2)
1.04s
0.87s
1.34s
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C-6, C-8, C-9

C-9, C-11, C-13, C-14, C-18
C-11, C-13, C-14, C-17, C-18

C-15, C-17, C-20

C-13, C-15, C-17
C-12, C-13, C-18, C-20
C-12, C-13, C-14, C-17
C-1, C-5, C-9, C-10
C-17, C-21, C-22, C-23
C-17, C-20, C-22
C-17, C-20, C-21, C-23

C-23, C-25, C-26, C-27
C-23, C-25, C-26, C-27
C-24,C-26

C-24, C-25, C-26
C-3,C-4, C-5, C-29
C-3,C-4,C-5,C-28
C-8, C-13, C-14, C-15

Tableau 9 : Déplacements chimiques (ppm) et midiilobtenu en RMKC, 'H, constantes

de couplage 1H 1H en proton (Hz) et corrélatiomsqu-carbone déterminées par HMBC

(dans CDQ) pour GA FWI
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Figure 110 : Spectre RMNH de GA FWI
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Figure 111 : Spectre RMRC obtenu pour GA FWI

5) Analyse de l'ion am/z 529 de la fraction SW45GA en ESI-MS-MS et

comparaison de son spectre avec celui de GA FWI

Pour une énergie de collision égale a -40 V, lesxdspectres comportent beaucoup de

similitude.(figure112)
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Polarity/Scan Type: Negative Product Ion *Laboratoire d'Application de Spectrométrie de Masse de 1'Universite de Lille 2
Acg. Time: 16:38 *Responsable : Dr Gilbert BRIAND
Acq. Date: Monday, June 08, 2009
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Figure 112 : comparaison des spectres de massasushpare ESI Mde I'ion am/z531
correspondant a GA FWI et de l'iom@z529

Tout d’'abord, les spectres ESI-MS-MS des ionsn& 531 (GA FWI) et 529 (acide
ganodérique inconnu) présentent les mémes fragnaenés-CH, ; b de m/zrespectif249 ;
263 ; 303.
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Figure 113 : différents types de fragmentation dicitle ganodérique par ESI-MS

Ces 3 fragments sont caractéristiques des acigexi§aques de type Il (Yargt al, 2007),
qui se caractérisent par une fonction hydroxylels@-7 et une fonction carbonyle au niveau
du C-15. De plus, le fragmeat-CH, n’est retrouvé que sur les acides ganodériguezite
classe. Toutefois, pour le composé inconmu/a529, le fragmenb-16 correspondant m/z

287 n’est pas retrouve.

Ensuite, nous retrouvons également sur les 2 g3elets fragmentsa/z129. Ces fragments

correspondraient a la chaine latér@g(Figure 113), obtenue par rupture de la liaisomeent
C-17 et C-20, duquel a été soustrait, @@ masse 44 g.mblCe type de fragment, de masse
faible, ne peut étre décelé par ESI-MS-MS en mantetrap’ et c’est la raison pour laquelle

ils ne sont pas évoqués par Yai@l (2007).
Pour I'acide ganodérique FWI, par exem@est égal & 174 g.md(CsOsH12)

OH —
- e (C304H14) : Masse

~ CH molaire 174 g.mét

O COOH

La perte de 44 Da a partir dg pngendre le fragmentra/z129 [e-H-44] qui génére ensuite,

par la perte d’'une molécule d’eau le fragme&naHf44-18] am/z111 (figure 112).

Le spectre du composé inconnu en ESI-MS-MS (modgatifg présente également les
fragments an/z 129 et 111, ce qui signifie d’'une part que ce coséppossede, de maniére
identiqgue a GA FWI, une chaine latérale avec unmggment OH supplémentaire par rapport

a GA B et d’autres part, que la différence de m&ss®a) entre les deux composé¥Z531
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pour GA FWI etm/z 529 pour le composé inconnu) se situerait au nivéa cycle
cyclopentanophénantrénique.

Par conséquent, les fragmeatsa+CH, ; b dem/zrespectif249 ; 263 ; 303 orrespondraient
a un deuxiéme composé inconnu de masse identiqueesmier (530g.mal) mais dont la

différence de masse par rapport a GA FWI (-2 Dajitseerait au niveau de la chaine latérale.

On retrouve, en effet, sur le spectre les fragmamigz 127 et 109 provenant du fragment

dont la masse théorique serait égale & 172 g.mol

La présence conjointe des fragments [M (530)-H+eh#térale (1744 m/z355 et [M (530)-
H-chaine latérale (1723 m/z 357, sur le spectre confirme cette hypothese. Benen la
présence des fragments de faible intensite a+CH,; b de m/z 247 ; 261; 301
correspondraient ainsi a la fragmentation du cgcét D du premier composeé.

a) Hypothese de structure des deux composés

Les deux ions parents/z529 perdent une molécule d’eam/¢511) ainsi qu’une molécule de

CO, (m/z 467) au niveau de la chaine latérale. Tous demt agmentés également au
niveau du cycle C et D pour donner les ions a ;H+. Ces deux types de fragmentation
sont caractéristiques des acides ganodériquestiitiarement aux composés de type lll.

La perte de 2 Da situé sur le cycle du premier am@pmlevrait correspondre a la substitution

de la fonction hydroxyle au niveau C-3 par une famccarbonyle.

La perte de 2 Da situé sur la chaine latérale dixidme composé par rapport a GA FWI
devrait correspondre :

-soit a une oxydation du C-22 transformant la fmmc alcool en

fonction carbonyle,

- soit a une déshydrogénation entre C-20 et C-22

b) Origine et temps de rétention des deux acides igadériques
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L'extraction de lion am/z 529 en LC-ESI-MS de la fraction GA, montre deux pics

d’absorption auxg 15,68 et 16,16 min. Ce résultat correspond a céuenos en ESI-MS

mode positif, pour lequel deux ions [M+H]{m/z531 ont été retrouvés.

Pour chacun des pics obtenus, les spectres de maisgée analysés. Pour le picgral6,16

min, nous retrouvons sur le spectre de masse les aom/z 127 [e-H-CO,] ; 249 [ ;

263 [a+14] ; 303 p] ; 357 [M-H-chaine latérale] 385 et 467 [M-H-HO-CQy] tandis que

pour le pic ag15,68 min, nous retrouvons uniquement les i@d{CO,]” am/z129 et 385.

Ainsi, le premier composé correspondrait au pidsaption deg 15,68 min, tandis que le

deuxieme composé correspondrait au pic d’absorpléok 16,16 min.

Etant donné la faible quantité d’'ions fils obtemqir le premier composé de 15,68 min,

celui-ci semble plus difficile a fragmenter. De m&ren ESI-MS mode positif, le composé a

tr 17,05 min n’a pas donné d’ion fils [M-B+H]".

En conclusion, nous pouvons affirmer que l'ion muiteire a m/z 529, retrouvé dans

SWA45GA a partir duquel a été identifié GA FWI, espond a deux composés que I'on

retrouve également dans la fraction A

Composé 1 Composé 2 GA FwWI
Temps de rétention (min) 17,05 17,48 15,15
LC-ESI-MS mode positif
Temps de rétention (min) 15,68 16,16 14,99
LC-ESI-MS mode
négatif
m/zLC-ESI-MS (+) 531 531 et 513 533 et 515

m/zLC-ESI-MS? (-) et
ESI-MS-MS direct (EC -
40V)

529[M-H]; 511 [M-H-H,0] 467
[M-H-H,0-COJ] ; 355[M-H-
chaine latérale]301[b] ; 261

[a+14] ;247[a] ; 129[e-H-COJ] ;

111[e- H-CO,-H,0]

529[M-H]"; 511 [M-H-H,0] 467 [M-H-
H,O-CQ,] ; 357 [M-H-chaine latéral€e];
303[b] ; 263 [a+14]; 249[a] ; 127[e-H-

COJ" ; 109 [e-H-CO,-H,0]

531 [M-H[; 513 [M-H-H,0] ; 469 [M-
H-H,0-CO,]" ; 303[b] ; 287[b-16] ;
263[a+14]; 249[a] ; 129[e-H-CO)] ;
111[e- H-CO,-H,0]
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Structure (supposée(s) OH
pour composé 1 et 2)

OH
O O COOH

o O COOH

HO OH

Autre possibilité : fonction carbonyle
sur C-22 et absence de double liaispn

Aso-22

Tableau 10 : caractéristiques des composés lret Z&SI-MS vs GA FWI
6) Séparation et purification des composés de SW43G

a) Choix du mode opératoire (voir partie expériemetale pour I'ensemble du

paragraphe)

Comme nous venons de le voir précédemment, SWA4SEAne fraction dont le constituant
majeur GA FWI est pur a environ 70%. Les autres pmsgs sont également des acides
ganodériques dont la structure devrait étre assehp du composé majoritaire. Toutefois, de

maniéere a confirmer cette hypothese, nous avoné téisoler ces composés par CLHP.

Tout d’abord, a I'échelle analytique, nous avoribset une colonne de type C-18 Platinium

(250 x 4,6 mm ; 5 um), les composés ont été élnémna@de isocratique soit par des phases
mobiles de typenéthanol / eay dont on a fait varier les proportions 25 / 75>/ 30 (v/v)

ou bien par des mélandeétonitrile / Eau de proportion 10 / 90 a 50 / 50 (v/v) avec ajout
eventuel d’acide acétique (0,5%) ou de TFA (0,05E€s temps de rétention obtenus par
cette méthode ont été trop long et la résolutios pies insuffisante pour envisager une
séparation semi-préparative sur cette phase staiiten

Nous avons donc tenté d’analyser notre fractiolaidd d’'une colonne de type cellulose OJ
puis d’'une colonne de type ODH (voir partie exp@&mtale). La phase mobile utilisée Hexane
/ Ethanol 90 / 10 (v/v) sur la colonne OD-H a permiobtenir le meilleur résultat au niveau
des temps de rétention et de la résolution des(f@ogps d’analyse : 55 mn gRRntre chaque
pic > 1,5)
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C’est la raison pour laquelle, nous avons choigraesposer nos conditions d’analyse sur une
colonne de type OD (97,9 x 10 mm ; 20 um) powdparation des composés de SW45GA

en chromatographie semi-préparative.

b) Résultats

Quarante milligrammes de SW45GA ont ainsi été imaciée de maniére a obtenir 4 fractions
purifiees : GA, (3,78 mg); GAg (2,05 mg), GA, (4,42 mg), GAs (6,5 mg). La vérification
de la pureté des fractions a été réalisée sur llanige semi-préparative dans les mémes
conditions d'élution que celle utilisée en chronga#phie semi-préparative et a une
concentration de 1 mg/ml. Les chromatogrammes abtent été comparés avec la fraction
de départ (SW45GA) (figure 114)

La pureté des quatres fractions semblent doncsatisfaisantes. Elles ont donc ensuite été

analysées en LC-ESI-MS mode positif (figure 115)
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Figure 114 : profil chromatographique des 4 fratipurifiées a partir de SW45GA

Contréle de la pureté des fractions en CLHP segpgmative ; colonne OD (250 x 4,6 mm ;
20 um), comparaison avec le chromatogramme UV d453#. Volume injecté pour chaque
fraction : 20 pul ; Concentration : 1 mg/ml
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Figure 115 : Analyse des 4 fractions en LC-MS

En LC-ESI-MS, les 4 fractions paraissent moins pupee la fraction SW45GA de départ. Le

composé majoritaire @/z533 a, de plus, été retrouvé sur chacune d’'eliee e

Les fractions ont ensuite été analysées en RMI) (

Sur les quatres fractions seul le spectre RWiNde la fraction GA a pu justifier 'analyse
plus approfondie de la fraction avec les corrétatien deux dimensiortsi-*C, HMBC, et
HSQC.
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Atome 5 'H (figure 116) HMBC
1 345t 1.00 m Non observable
2.85m C-2, C-3, C-5, C-10, C-19
2 27.4t 1.69 m C-1, C-3, C-4, C-10
3 78.2d 3.24dd (5.2, 11.2) C-4, C-28, C-29
4 38.8s
5 48.9d 0.89 m C-4, C-6, C-7, C-10, C-19, C-29
6 26.5t 1.63 m C-4, C-5, C-7, C-10
2.21m C-4, C-5, C-7, C-8, C-10
7 66.8 d 4.84 1 (8.7) C-6, C-8, C-9
8 156.3 s
9 142.7 s
10 38.8s
11 196.3 s
12 488t 2.8d (16.2) C-9, C-11, C-13, C-14, C-18
3.04 d (16.2) C-11, C-13, C-17, C-18
13 44.7s
14 58.6s
15 216.1s
16 35.6 t 2.55dd (8.7,20.0)  C-13, C-15, C-17
3.08 dd (9.3, 20.0) C-15, C-17, C-20
17 54.0 d 3.33t(8.7) C-12, C-13, C-16, C-18, C-20
18 18.9 q 09s C-12, C-13, C-14, C-17
19 18.0 q 1.23 s C-1, C-5, C-9, C-10
20 205.0 s
21 31.1q 2.24's C-17, C-20
22 27.9q 1.05s C-3, C-4, C-5, C-29
23 15.2 q 0.88s C-3,C-4,C-5,C-28
24 24.5q 1.43s C-8, C-13, C-14, C-15

Tableau 11 : Déplacements chimiques (ppm) et nligit obtenu en RMIC, 'H,
constantes de couplage 1H 1H en proton (Hz) eéladions proton-carbone déterminées par
HMBC (dans CDG) pour GA,

Le spectre RMN?C de la fraction GA revele entre autres : 3 fonctions carbon§l446,3 ;
205 ; 216,1 ppm), 2 carbones quaternaires éthylési¢ 142,7 et 156,3 ppm) et 6 méthyles
(6 15,2; 18; 18,9;24,5 ; 27,9 et 31,1 ppm). €etiolécule semble assez proche de la
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structure des acides ganodériques excepté qu’ellposséde que 3 carbonyles (4 pour les
acides ganodériques), et ne contient que 24 atdmesirbones (contre 30 pour les GA). De
plus, les atomes d’hydrogene sur le méthyl C-21 plus déblindés que les autres méthyles
(6 2,24 ppm) de part sa position endu groupement carbonyle en C-20. Enfin, les
corrélations HMBC du carbone 20 avec les protonseRll7 prouve la présence d’une
fonction acétyl en position 17 a la place de ldmmhdatérale retrouvée habituellement chez les
acides ganodeériques. A partir de ces résultats;oo®posé peut étre considéré comme le
3B,7p-dihydroxy4,4,14-trimethyl-11,15,20-trioxo-lanost-8-en (figure 1191 le Lucidone A
(Nishitoba, 1985)

Figure 117 : Lucidone A : GH340s ; poids moléculaire : 402 g.nol

Ce composé n'a jamais été retrouvé en LC-ESI-MSarmakitif am/z 403 ainsi qu’en LC-
ESI-MS mode négatif in/z401

En revanche, on le retrouve de maniere intenséesysremiers chromatogrammes de SW45
effectués en LC-MS APCtcolonne ODS en phase inverse (50 mm X 4,6 mntpaips de
rétention 3,18 min sous la forme [M+H#03 m/z et [M+H-H,O]" & m/z385. Nous avons
réitéré 'opération mais cette fois ci en mode ‘ESlkes fragments ont été retrouvés mais avec

une tres faible intensité.

Ces ions pourraient correspondre a la fragmentation acide ganodériqgue mentionné ci-
dessus. Or, ces fragments ne sont pas retrouvégmouri GA FWI, ni pour les acides
ganodériques a/z 52e la fraction SW45GA.
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Ainsi, la lucidone A ne résulterait apparemment game dégradation provoquée par les
variations de pH (puisque retrouvé dans SW45),eladragmentation d’acides ganodériques
par ESI-MS mode positif ou ESI-MS-MS mode négatifi§que non retrouvé sur les spectres
concernés) mais serait un composé a part entitreuvé dans la fraction contenant les

triterpénes acides.

F) Evaluation de [Iactivité antiproliférative de la fraction

SWA45GA enrichi en GA FWI sur cellules cancéreusesedtype PC-
3, HT-29 et MCF-7. Comparaison des résultats avees témoins
GAA GADMetGAF

MCF-7 (Ckoen uM.mi* | HT-29 (Ckoen pM.mi*
PC-3 (Ckoen uM.ml" ou (Choen p (Ckoen p

o ou % d'inhibition & ou % d'inhibition &
% d’inhibition a 100uM)
100uM) 100uM)
GAF 3% 0% 0%
GAA 6% 14% 0%
GA DM 87,98 UM 83,95 UM 28%

4% a 53 ug.mtde | 0% a53 pg.mtde | 0% a53 ug.mtde
SWA45GA correspondant a 7TB6W45GA correspondant & T66W45GA correspondant a 10
UM théorique de GA FWI | uM théorique de GA FWI | uM théorique de GA FWI

SW45GA( contenanGA

FWI & 70 %)

Tableau 12 : comparaison de l'activité antiprolitére de GA A, GA F, GA DM et SW45GA
(GAFWI)
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Compound name R1 R2 R3 R4 Rb R6 Double liaison
acide ganodérique A =0 |B-OH |o0-OH |H H |=

acide ganodérique F = = =0 [B-OAc |H |=

acide ganodérique DM = = H H H| H{A22s

acide ganodérique FWIB-OH |B-OH | = H OH | =

Figure 118 : comparaison des structures molécsldieeGA A, GA F, GA DM et GA FWI

Tout d’abord, nous constatons que l'activité anfifgrative de GA FWI de SW45GA est
sous estimé puisqu’il contient GA FWI a environ 70 Néanmoins, les faibles résultats

obtenus pour SW45GA ne permettent pas d’espéreactngté antiproliférative significative
de GA FWI.

Ensuite, l'activité des acides ganodériques senmblersement proportionnelle au degré
d’oxydation de la structure de base de type lanesties acides ganodériques (figure 118).
L’hypothése de Slivaet al. (2008), selon laquelle lactivité des acides gamogées
dépendrait du nombre de groupement hydroxyle, @astconfirmée ici. En revanche, parmi
les acides ganodériques, GA DM présente la plue factivité antiproliférative (notamment

sur cellules de types PC-3, ce qui confirme lesltés antérieurs obtenu par Lat al
(2009).

Nous avons vu précedemment quéslducidum asiatique possedait vraisemblablement GA
DM dans son extrait méthanolique. En revanchéaipas été retrouvé dans les extraits=de
tuberculosunet deG. lucidum sensu stricth.a valeur de la Gh de GA DM sur PC-3 qui est

de 87,98 pumol?l correspondant & la valeur de 41,176 pd.pdurrait expliquer I'activité
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antiproliférative (C4o de I'extrait méthanolique : 128 pgMide G. lucidumasiatique. Si tel
était le cas, cela expliguerait I'activité moingpontante de cet extrait sur HT-29, étant donné
gue pour GA DM nous n’obtenons qu’une valeur d&2®our 100uM. Toutefois, la faible
intensité du pic correspondant a GA DM sur le clatmgramme de masse e lucidum
asiatiqgue ne permet pas d’affirmer cette hypothBeeméme, elle n’explique pas I'activité
antiproliférative deG. tuberculosummi deG. lucidumeuropéen pour lesquels cette molécule

n'a pas éte retrouvee.

I\VV) Conclusions et perspectives

A travers les travaux que nous avons effectuésostracherches bibliographiques, notre
objectif était de démontrer que la démarche chemiobmique, pour la recherche de
substance antitumorale a partir de champignonsicaap, était pertinente. La famille

fongique que nous avons choisie : |€3ahodermataceaai’est pas le fruit du hasard puisque
le célebre ‘Lingzhi’, appelé égaleme@t lucidum,traditionnellement utilisé en médecine

orientale, appartient a cette famille.

Dans ce contexte, nous avons voulu savoir si un@lasieurs especes de ganoderme, ou
apparentées, récoltées aux Antilles francaiseseptéient de la méme facon queGe

lucidumune activité antiproliférative sur cellules caréses.

Pour cela, nous avons dans un premier temps situgpecimens asiatiques, désignés sous le
nom deG. lucidum,au sein de la classification traditionnelle. Lesultats obtenus par
'analyse micro- et macromorphologique des spécanknsequencage de leurs ITS ainsi que
I'étude du profil chromatographique de leur extraéthanolique, s’accordent pour dire que
les spécimens asiatiques ne correspondentGpdscidum sensu strict@ui est une espéece

strictement européenne, mais a au moins deux agpeses :

La premiére est d'origine chinoise. Elle se diffétie par un contexte pale, de couleur
chamois, des spores ovoides avec de larges échimtleune surface porée jaunatre.

Actuellement, cette espéce ne correspond a augurdeda classification traditionnelle.
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La deuxieme est d’origine taiwanaise. Elle se thiffé€ie par des spores oblongues, finement
échinulée ; sa forme est ramifiée, ce qui sigrgiitun méme stipe peut présenter plusieurs

chapeaux. D’apres Wargj al.,(2009), cette espéce devrait correspondge @ultipileum.

Nous avons donc comparé l'activité antiprolifératide plusieurs espéces néotropicales,
identifiées par des moyens traditionnels et mokioes, avec celle de I'espéce chinoise ainsi

gue celle de I'espece européenne.

Le G. lucidumeuropéen a présenté des résultats d’'inhibitioprdifération identiques a ceux
obtenus pour lI'espéece asiatique, sur les cellubesédreuses de type HT29 et MCF-7. En

revanche, seul I&. lucidumeuropéen a présenté une activité sur PC-3.

Les ganodermes ou apparentésiriphreya possédant un revétement différencié n’ont pas
montré de résultats d’inhibition de prolifératiomgrsficatifs comparés a ceux dont le
revétement est différencié, en particulier celeniifié sous le nom dé. tuberculosumpour

lequel nous avons obtenu la meilleure activitépaaliférative.

D’apres la bibliographie, l'activité potentiellenteanticancéreuse du spécimen asiatique,
désigné sous le nom d& lucidum résulterait soit de I'action des polysaccharidest des

triterpenes, notamment des acides ganodériques.

Les polysaccharides ayant une activité indirect®isnnous sommes concentrés sur la
recherche de triterpénes, et plus particuliereraenta recherche d’acides ganodériques. Les
extraits des especes les plus activ@s lucidumeuropéen(. lucidumasiatique et I'espece

néotropicales. tuberculosunont été analysés par LC-MS
De ces recherches, les résultats suivants onbétéus :

- Le chromatogramme de masse @ulucidumeuropéen obtenu par LC-MS n’a pas

montré de composes apparentés aux acides ganagieriqu

- Le chromatogramme de masse @ulucidumasiatique a révelé la présence de deux
acides ganodérigues (GA A et GA F) ainsi que |lsgmée probable d’autres acides
ganodériques déja décrits dans la bibliographid:@, GA D, GA H, GA J et GA
DM.
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- Le chromatogramme de masse de l'espéce néotropataberculosuma révélé
plusieurs composés, dont un majoritaire, suspetdéredun acide ganodérique.
L’analyse en LC-MS8ESI négative a révélé que ce composé majoritainespondait

a I'acide ganodérique B hydroxylé sur sa chairérdde.

Les premiéres conclusions que nous avons pu énefatir des résultats obtenus par
LC-MS" sont les suivantes :

- Nos spécimens asiatiques achetés en Chine et dostirface porée est jaunatre
correspondent a I'espéce dont ont été extraitsptexipaux acides ganodériques

publiés depuis ces trente derniéres années.

- L'activité antiproliférative des extraits ne dépegrelit étre pas de la présence d’acides
ganodériques étant donné I'activité significativee lgéxtrait duG. lucidumeuropéen

qui en est dépourvu.
- Les acides ganodériques ne sont pas spécifiquas deule espéce de ganoderme.

- Les profils chromatographiques (CCM et LC-MS) paure méme espece sont

reproductibles.

A patrtir de ces conclusions nous avons tenté deaitme I'identité des composés actifs

par la comparaison de l'activité inhibitrice deffé@tientes fractions d&. tuberculosum.

La fraction éther de pétrole riche en ergostérotiérivés de I'ergostérol a montré la plus

forte activité. Toutefois, la faible solubilité aes composés dans le méthanol n'a pas
permis d’assurer la purification de ces différestérols. Nous nous sommes donc

concentrés sur I'acide ganodérique majoritairéaspbce néotropicale active.

Plusieurs chromatographies successives ont pemngudfier partiellement le composé
majoritaire. Le spectre RMN ainsi que le spectrentesse ont révélé que ce compose
majoritaire correspondait a un nouvel acide gariqdérhydroxylé en C-22 que nous

avons appelé GA FWI.

De plus, I'analyse en LC-MSles autres composés minoritaires de cette fraatipermis
de déduire la structure de deux nouveaux acidesdgaigues également hydroxylé sur C-
22.
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Ce type d'acides ganodériques n'ayant jamais éral auparavant, nous en avons
déduit que la structure des triterpénes de typestane, en particulier les acides
ganodériques, différait vraisemblablement d'uneeesp une autre. GA FWI, majoritaire
sur deux spécimens de la méme espece, constita@raitun marqueur chimique ou un
signe de distinction taxinomique permettant de meaitre cette espece néotropicake (

tuberculosum

C’est aussi la raison pour laquelle, nous pensaoesla souche taiwanaise désignée sous
le nom deG. lucidumet identifiée selon la classification traditioneedi G. multipileum
(Wang et al, 2009) pourrait correspondre a I'espece produisant majoement les
acides lucidéniques A, B et D (Nishitoba, 1985 ;n¢/et al, 2007).

Enfin, la comparaison de l'activité de la fracticontenant majoritairement GA FWI avec
celles des acides GA A, GA F et GA DM n’a pas perde montrer d’activités

significatives de ces composés sur cellules cansése Ce résultat a confirmé notre
hypothése selon laquelle [I'activité antiprolifévati proviendrait des dérivés de

I'ergostérol.

Les perspectives de recherches envisageablesiadsades différentes conclusions sont

les suivantes :

- A partir de nos trois especes actives sur celltdesorales, il serait intéressant de
comparer le pouvoir antiprolifératif des fractioegher de pétrole avec celui des
fractions acides ou neutres et basiques, de maai@éterminer définitivement la
nature des composés potentiellement actifs. Ledtaés nous permettraient également
de cibler le type de molécules a purifier (déridéd’ergostérol, ou triterpénes de type

lanostane : ganodérols ou triterpenes acides).

- De plus, il serait intéressant d’établir le prafiiromatographique d&. multipileum.

Pour cela, il faudrait étre capable d’identifierrezstement cette espéce.

- Si cette espéce correspond a celle produisant detesa lucidéniques, le profil
chromatographique serait alors un moyen efficacg gestinguer les deux spécimens
asiatiques désignés sous le nom @e lucidum De méme, leur activité

antiproliférative pourrait étre compareée.
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En ce qui concerne les autres polypores, deux espi#t montré une activité antiproliférative
intéressante Pycnoporus sanguineust Laetiporus aff. sulphureus Le composé de la
premiere espéce soupconné d’étre a l'origine driVidé antiproliférative, correspondrait a la
cinnabarine, dont la structure est proche de delleactinomycine D. Ce composé a, en effet,
montré un pouvoir d’'inhibition de prolifération sidjcative sur cellules cancéreuses (Dias &
Urban, 2009).

En revanche, le vicariant néotropical Heetiporus sulphureuspour lequel une activité
antiproliférative a été démontrée, n'a pour I'imétgamais fait I'objet de recherche pour la
détermination des composés actifs. De plus, I'atesediactivité significative de I'espéce
européenne sur cellules cancéreuses signifieratlguorte pression de sélection existant
dans les milieux tropicaux (insectes, bactérieapgignons microscopiques), entrainerait une
production plus importante de meétabolites secomdajpotentiellement exploitables en

pharmacologie.

Ainsi, les récoltes de ganoderme ou autres polgpeffectuée en milieu néotropicale, dans le
but de rechercher de nouvelles substances bioactivévent continuer. D’ailleurs certaines
niches écologiques de Martinique ou de Guadelomjpéa pression environnementale est tres
forte, pourraient rassembler plusieurs spécimensfateilles différentes mais dont les

métabolites secondaires dirigés contre une ménmexespvasive, présenterait des similarités.

Enfin, la derniere perspective envisageable arpdetice travail, serait d’effectuer I'analyse
morphologique et pharmacochimique sur un plus graordbre de spécimens retrouvés dans
le cladogramme de la mycothéque de 'UCL. Une tdéenarche permettrait d’établir une
corrélation plus forte entre les criteres morphimugs des espéeces et la position de celle-ci

au sein du cladogramme.
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V) Partie expérimentale

A) Récolte et identification

1) Récolte

Les différents ganodermes et autres polyporesténtéoltés lors de missions effectuées aux
en Martinique et Guadeloupe, organisées dans ke ciidn programme de recherches visant
prioritairement a accroitre les connaissances rogiglies aux Petites Antilles (Courtecuisse,
2006). Les spécimens correspondantGanoderma lucidunasiatique ont été rapportés de

Chine par Cony Decock et Inés Devred, tandis que deécimens correspondant au

Ganoderma lucidurreuropéen ont été réecoltés par René Pacaud en &etdpar Cony

Decock en Dordogne. Les spécimens ont été identdi¢ laboratoire de mycologie de la



200

faculté de pharmacie de Lille par des méthodestimadelles et a I'université Catholique de
Louvain (C.Decock) par des techniques de séquernmatgeulaire.

2) ldentification

a) Caractérisation morphologique

Au niveau macroscopique, le champignon est toubatth décrit dans son intégralité sur le
frais. Pour cela, nous nous sommes aidés d'une ¢isi présente I'ensemble des traits

morphologiques que I'on peut retrouver chez legppmies.

Liste des caractéres morphologiques retrouvés aeolsr et a noter dans la description des

polypores

-Lieu de récolte et écologie : ces criteres somirtants puisqu’ils permettent de connaitre le
nom du substratQuercus, Salix, Betulatc...), son état (espéce saprophyte ou parasite), |
zone géographique (Afrique, Asie, Néotropiques..nsiaique le milieu environnant d’'un
champignon donné (milieu tropical, tempéré, aride.llg permettent de retrouver plus

facilement une espéce pour laquelle on souhaiteofpplir des études pharmacologiques.
-Caractéristiques du chapeau :

Insertion : dimidiée, largement attachée ou stipité

Stipe : central, excentré, latéral...

Forme générale : réniforme, semi-circulaire, ciatg, flabelliforme ...

Texture : flexible, non flexible, coriace, compriess...

Dimensions : étendue, diamétre, épaisseur...

Surface : plane, concave, convexe, brillante, mate...

Relief : lisse, bosselé, boursouflé, tuberculeuXant, mat...

Revétement : glabre, pubescent, tomenteux, hérissé...
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Couleur :_unie ou zonée : concentriguement ou dispoadialement

Zonation des reliefs_: Sillons, bourrelet, plis centriques ou radiales
Marge :
forme : ondulée, lobée, réguliere, lobulée ;

couleur

relief : en bourrelet, obtus, aigu, recouvrantretaglrant I’'hyménophore...
- Caractéristiques de la chair
Epaisseur du cutis
Couleur : unie, double, stratifié, zonée concen#igent ou radialement
Texture : subéreuse, ligneuse, spongieuse, lacenplesne
Epaisseur

Incrustation de bandes résineuses compactes ere fodem liseré, zébrure, fine ou

épaisses...

- Caractéristiques de I’'hnyménophore
Pores : couleur, forme, nombre par mm...
Tubes : couleur, longueur et texture...

- Caractéristiques du stipe

Dimension, texture, forme: cylindrique, tortueusaplatie, racornie, élargie,

cylindrique
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b) Caractérisation microscopique

La microscopie a été etudiée sur exsiccata au datioz de Botanique (...), sur un

microscope optique Zeiss Axioscop muni d’'une canmén@érique. Les observations ont été
réalisées aux grossissements x 400 et x 1000, rduiles méthodes d’observation

traditionnelles (Ryvarden, 2004), dans les milieli@bservation suivants : KOH (solution

agueuse a 5%), rouge Congo (1% en solution ammaleiac 10%), et solution de Melzer
(pour 20 ml: 1,5 g d’IK, 0,5 g &) 20 g de chloral hydraté, en solution agueusejt s en

compte :

- les spores : aspect, taille, ornementations,ueng largeur, présence ou non de pores

germinatif, forme de I'apex...
- les hyphes squelettiques, ligatives et généestriltl contexte ou de la trame

- le revétement piléiqgue (coupe radiale effectuéla anain), avec description des
piléocystides lorsque le revétement est différerffiéme, organisation dans I'espace,

longueur, largeur, figés ou non dans une résine...)
c) Caractérisation moléculaire
c-1) Préparation du matériel biologique

Elle peut se faire soit a partir de souches d’'leerbu de mycélium frais cultivé en milieu

liquide.
Les herbiers :

La partie contenant le plus de cellules vivanteszdhs polypores se situe a la périphérie de la
surface porée. Cette zone contient, en effet, debneuses hyphes génératrices, les cellules
hyméniales (basides et basidioles), ainsi que peses. Par conséquent, une quantité plus
importante de matériel génétique peut en étre iextftdous avons pour cela découpé de petits
morceaux de carpophores au niveau de la zone iégjaquue I'on a transférés ensuite dans un
tube Eppendorf d’extraction contenant une solutiampon ou détergent appelé ‘Lysis

buffer’. De maniere a optimiser le processus damtion, ce procéde a été réalisé le jour de la
récolte des spécimens concernés. Les tubes onteséstl envoyés rapidement par courrier,

vers I'Université Catholique de Louvain (UCL), pdarséquencage.
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Le mycélium frais :

Nous avons déposé sur un milieu gélosé, type MAltfegar 2%), fournit par la
mycotheque de I'UCL, 3 a 4 petits fragments issitadsurface porée des carpophores. Cette
étape a également été effectuée le jour de lategqmbur les mémes raisons exposées ci-
dessus. Cette étape a été réalisée de maniéredasidrile possible selon les possibilités
offertes sur place (voir photo). La table de trgvai se déroulaient les ensemencements, était
recouverte par une feuille d’aluminium préalabletrsarilisée a 'alcool 70°C (figure 119).
Le découpage des carpophores s’effectuait au $aalpsage unique. Au bout de plusieurs
jours, lorsqu’un mycélium se développait, les étilans étaient sélectionnés, tandis que les
milieux présentant des contaminations (aspect nuisaractéristique des contaminations
bactériennes ou alors prolifération trop rapiderggtant de soupconner la présence d’autres

champignons comme dé&sichodermapar exemple) étaient rejetés.

Figure 119: salle pour les ensemencements desumijélosés.

Les boites de pétri, contenant les mycéliums, EneBvoyés par la poste a I'UCL. A partir de

ces milieux de culture, le mycélium de chaque spénirécolté, fut prélevé puis déposé dans
un milieu MA2 liquide. Ce milieu, coulé en petitsidhs de 100ml, se prépare exactement
comme le milieu solide sur boite de pétri mais ortient pas d’agar. Le milieu pousse sur un
plateau rotatif a 105 tours / mn durant envirordaines. L'extraction est réalisée a partir du

moment ou il y a suffisamment de matériel biologigpour remplir un tube Eppendorf.

c-2) Extraction d’ADN
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Les extractions ont été réalisées a l'aide dulkitisorb Spin Plant Mini Kit. Des billes de
silice sont introduites dans les tubes eppendodstenant le matériel a extraire (herbier ou
mycélium). Le matériel est ensuite broyé par ckmgdtion (2 fois 6000 rotations par minute

durant 30 secondes). L’extraction nécessite enplutgeurs étapes décrites ci-dessous
Lyse du matériel

On ajoute 400 ul de Lysis Buffer P et 20ul de pnatdkinase pour I'éclatement et la lyse des
cellules ainsi que la dégradation de protéinesdajue les histones, par exemple. Le tout est

centrifugé 5 mn a 13 000 tours par mn pour la mation.
Traitement RNAse et fixation de 'ADN

4 ul de RNAase (100mg/ml) sont ajoutés au surndageam dégrader '’ARN, ainsi que 200ul

de Binding Buffer pour augmenter la fixation deDAN sur les colonnes de filtration.

On assemble des colonnes de filtration dans lesstubcupérateurs puis on transfére la

suspension dans la colonne.

On centrifuge pendant une minute (12 000 toursn)) pidis on élimine le filtrat contenant les

débris cellulaires. On replace la colonne sur e tcollecteur.
Nettoyage

On ajoute 550 ul de Wash Buffer I, on centrifug2 QDO tours / mn) puis on élimine le
filtrat pour nettoyer '’ADN.

On réitere I'opération une premiere fois apres tapri 550 pul de Wash buffer 1l puis une
deuxieme fois apres ajout de 400 ul de la mémdisnlpour enlever toute trace d’éthanol

contenu dans la solution Wash Buffer (1 mn et 2r@spectivement).
Elution de 'ADN

L’ADN fixé sur la colonne est ensuite élué avec ib@’eau distillée stérilisée préalablement
chauffée a 65°C.

On centrifuge 1 min a 10 000 tours par min, puigéoupeére le filtrat contenant ’ADN dans
un tube de 1,5 ml.
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c-3) PCR (Poly Chain Reaction)
Principe

Cette technique décrite en 1986 par K. Mulés al. permet d’amplifier, c'est-a-dire
d’augmenter de maniere considérable, d'importargqeantités d'un fragment d’ADN
spécifique, de longueur définie, dont on dispo#ealament.

Le principe de la PCR est d'utiliser de maniereétiipe lI'une des propriétés des ADN
polymérases : celle de pouvoir synthétiser un loomplémentaire d'ADN a partir d'une

amaorce.

Depuis 1988, la possibilité d’utiliser une DNA polgrase non inactivée par la chaleur (Taq
polymérase isolée d’'une bactérie thermophilehermus aquaticus) permet de réaliser une
succession de réactions de réplication d'une neatticuble brin d’ADN. Cette technique
nécessite de connaitre la séquence des régiomgljuitent le segment de DNA a amplifier.
Connaissant cette séquence (une vingtaine de nided8) on synthétisera des

oligonucléotides complémentaires appelés égalerasmrces’.

Chaque réaction met en ceuvre deux amorces oligastidiues dont les extrémités 3’
pointent l'une vers l'autre. Les amorces ou « jrsn»> définissent alors, en la bordant, la

séquence a amplifier.

Des cycles successifs sont entrepris :

Dénaturatiorpar la chaleur a 92-95°C pour séparer les deus oienDNA,
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ADN cible
&' 3
3 §'
l Dénaturation 94°C
&' 3
3 5'
Hybridation avec les deux amorces spécifiquesdparssement de la température a 50-55°C)
5' 3
3 5'
Avmornes =
T om Hybridation 55°C
5 3
o a1 o
3 —= 5

Elongation des amorces avec une Taq polymérasera o

5 3
. 3 05
53
3 5
—_ i =
T Tagd Elongation 72°C
+
dNTPs
T I
q C | .___5|___/

Le premier cycle permet de synthétiser autant de lmomplémentaires (plus courts puisque
bornés par une amorce) que de brins cibles prédanssle tube. Ils deviennent a leur tour des
ADN cibles.

5 3
5

3 - 5
Dénaturation
Hybridation
Flongation

§' | 3

[}

3 &'
Au deuxieéme cycle, la quantité d’ADN continue delder et les premiers brins dont la taille

est limitée par les deux amorces, font leur apparit
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5 3
3 5
Dénaturation
l Hybridation
Flongation
5 3

(= —>— amplicon

3 5

Figure 120 : figures extraits du protocole de laatieque de 'UCL

Au 3™ cycle apparaissent les premiers amplicons, cosremts au fragment d'’ADN de
longueur souhaitée (ADN court). Les brins polymé&sisur le modele des brins synthétisés au
cycle précédent sont bornés a leurs deux extrémiitésir longueur est égale a la distance qui

sépare les amorces sur le brin d’ADN original.

Les brins longs continuent leur accumulation deorfiafnéaire car ils ne sont générés qu'a
partir de I'extension des amorces sur I'ADN init@t la quantité d’ADN initial est fixée au

départ et n'évolue pas. Par contre, les brins saapparus a la fin du troisieme cycle
s'accumulent de fagcon exponentielle car chaquenmuvellement formé sert de matrice lors

du cycle suivant. Au lieu d’étre linéaire, I'amjptétion obtenue est exponentielle.

Mode opératoire

Les fragments d’ADN que l'on cherche a séquencet &s régions codant pour I'ARN
ribosomal et plus spécifiquement les sites intedesrancription (ITS1 et ITS2) utiles pour

différencier les especes (Moncalvo, 1995).

- Les amorces utilisées
NS7

18 € 5.8 | 28 ¢ —
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Figure 121 : Schéma de I’ADN ribosomique nucléairdes amorces utilisées (Gardes
&Bruns, 1993)

Nom de I'amorce Séquence (5'->3") référence
NS7 (ITS) GAG GCA ATA ACA GGT CTG TGATGC | (Symoens, 2000)
14 (ITS) TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC (White et al, 1990)

Tableau 13 : amorces nucléotidiques utilisées pammplification des 2 marqueurs (ITS1 et
ITS2) moléculaires.

L’amorce NS7 correspond a une région de I'ADN beapc plus stable que celle

correspondant a 'amorce ITS1. C’est la raison paguelle elle a été choisie ici.

Préparation du mélange

Le mélange est préparé sur glace, puis réparti tmsnini-Eppendorfs. Chaque mini-

Eppendorf contient 50ul de volume réactionnel corsmb :
- 28,5 ul d’eau
- 5ul de Buffer
- 3 ul de MgC}
-1 pl de dNTP (10mM de chaque nucléotide, conceatrdinale : 200 uM
- 1pl de I'amorce forward (10uM, concentration fina1uM)
- 1 pl de 'amorce reverse (10uM, concentration énad,1pM)

- 0,5ul de Tag polymérase (5 unités / ul, concewindinale : 0,05 unités/ul)
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-10ul d’ADN (10 pl d’eau pour le témoin négatif) (b@/pl, concentration finale :
200pg/ul)

Si 24 mini-Eppendorfs sont utilisés, on multipks lquantités de volume par 24.

Programme des températures pour la réaction PCR (Pgmerase Chain Reaction)

Les minis Eppendorf sont transférés dans un Pdltiermal Cycler — 200 qui accomplira les

cycles de variation de température

Région amplifiée Températures (°C) Durée (minutes) Nobre de cycles total
94 3
94 1'30
ITS 55 1'30 30 X
72 2
72 10
4 INFINI

Tableau 14 : cycles de variation de température [poBCR

Au fil des cycles la quantité d'amplicon va augreeite facon exponentielle. On obtient, en
théorie 2 copies pour n cycles. Dans la pratique, pour mdement classique de 85%, une

PCR de 30 cycles produit environ®Xpies (amplicons de taille attendue).

c-4) Electrophorése

Elle permet de s’assurer que la réaction PCR &aet qu’il n’'y a pas d’ADN contaminant.
L’ADN, chargé négativement, migre a travers un degarose grace a linfluence d'un
champ électrique. Des marqueurs de poids moléeutaint déposés et migrent parallelement
au DNA a étudier. Le DNA est repéré par fluoreseeagx UV apres I'avoir mis en contact
avec du bromure d’éthidium (BET). En comparant pdseement du DNA avec celui des
marqueurs (dans ce travail : DNA middle range fast)peut évaluer le nombre de paires de

bases du fragment amplifié et ainsi repérer d’@wdatcontaminants.

c-5) Purification



210

Elle permet d'enlever les résidus issus des réagiifecédents (Primers, Buffer, Taq
polymérase en exces) qui peuvent interférer avagmétation de séquencage. Pour cela on
utilise un kit d’extraction d’Invisorb (MSB Spin FRapace 500 proposé par Invitek GmbH).
Les produits issus de la PCR sont transférés desm&pgpendorfs de 1,5 ml dans lesquels on
ajoute 250 ul de Binding Buffer. On assemble ldsrutes (identique a celle utilisées pour
I'extraction) sur les tubes receveurs dans lesgsielbn transfére le mélange. Apres
centrifugation, 'ADN fixé sur les colonnes est &€lavec de I'eau distillée stériliseée par

centrifugation.

c-6) Séquencage
Principe :

Les techniques de séquencage utilisent des enzyantésulieres : les ADN polymérases. Ces
enzymes sont capables de synthétiser un brin comepléire d'’ADN, a partir d'un brin

matrice.

Ces réactions se font par ajout de désoxyribontidED (ANTP : désoxyNucléotide
TriPhosphate). On utilise pour le séquencage detéotides légerement différents : les
didésoxyribonucléotides (ddNTP).

Les ddNTP different des dNTP par I'absence d'uoggment OH en position 3’ (figure 122)
En effet, lorsqu'une ADN polymérase utilise un déNau lieu d'un dNTP, elle n'est plus

capable de rajouter le moindre nucléotide a sa sldt synthese du brin d'’ADN s'arréte.

ST

groupements
Phosphate

G
r \#‘A
§ 1A
i
"

i
)

H
groupement OH absent : groupement OH présent :
didésoxyvribonucléotide désoxyribonuciéotide

ddNTP dNTP

Figure 122 : extrait du protocole de la mycothededUCL : structure des

didésoxyribonucléotides et des désoxyribonucléotide
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L'utilisation d'un ddNTP permet d'obtenir un enséentle fragments d'ADN de différentes
tailles, correspondant aux emplacements d'un ntide&donné. Une ADN polymérase n'est
pas capable de débuter la synthése d'un brin d'ADRArtir de rien. Il lui faut partir d'un court
fragment d'’ADN, appelé une amorce. Cette amorceussbligonucléotide de 15 a 25
nucléotides, complémentaire d'une séquence d'ADNuw® située juste en amont de 'ADN a
séquencer. Les séquences sont réalisées sur desneségrs automatiques. Ceux-Ci sont
capables de lire les réactions de séquences cetajron marque les fragments d'ADN gréace

a des marqueurs fluorescents présent dans les d(fgtire123)

ADM & séqguencer (bnn transcrit) Je %
\: *
ATGGTACGT CAACTA
TACOCCAT @C H.E(-_;JT T G |‘#=nuclé0tidesét3ymsine
TACCAT@C A G
TACCAT Ga_ S~

amrét de 1a synthase
par utilisation d'un ddGTP

=
S ]

syntheése du brin ]
d'ADN (G) utilisation d'un dGTP :

complémentaire la synthese continue

Conclusion :
dATP  rp | de maniére aléatoire, obtention d'un ensemble
dGTP g4cTP de fragments (de differentes tailles), arrétes au
fun peu) dTTP niveau des Cytosines (complémentaires de G)
du brin transcrit de I'ADN (donc des Guanines
du brin codant).

Figure 123 : extrait du protocole de la mycothede¢ UCL : méthode de lecture des genes
séquences

Mode opératoire (voir protocole de la mycotheque dBUCL en annexe 1)

Amorces utilisées

Nom de I'amorce Séquence (5'->3") référence
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC | (White, 1990)
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Tableau 15 : séquences des amorces
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Les séquences obtenues avec le primer ITS4, soptléngues a analyser (environ 1200
paires de bases), c’est la raison pour laquellatiise également des primers internes ITS2 et

ITS3 (figure 124) Les séquences a analyser neplastque 500 pdb environ

ITS1fungal
ITsY,
IS5, ITS3,
18S 151588152 28S
rDNA r rDNA
52 "I54  “ITsabasidio
ITS4-8

Figure 124 : emplacements approximatifs des amquesle séquencage des ITS

c-7) Analyse des séquences d’ADN
Principe

La trées grande majorité des séquences réalisgashiées aujourd'hui sont réalisées sur des
séquenceurs automatiques. Ceux-ci sont capablesatiser les réactions de séquence, puis
de les lire : pour cela, on marque les fragmem®®N' grace a des marqueurs fluorescents.

Une fois la réaction de séquence terminée, laetdils fragments obtenus est déterminée par
une chromatographie. Le séquenceur détecte laeBuence sortant des colonnes de

chromatographie, repérant ainsi les fragments d'AdDMeur taille précise. Les systemes les

plus modernes permettent méme de lire les quati€atides a partir d'une seule colonne de

chromatographie. Le résultat est présenté par Ehima sous forme de courbes présentant la
fluorescence détectée, et l'interprétation quistriagte en termes de nucléotides.
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Figurel25 : extralt du protocole de Ia mycotheqad?ldCL Exemple de nreglstrement a
partir d’'un séquenceur automatique.

Dans ce travail, I'analyse des séquences ITS obteawpartir des spécimens récoltés, a éte

effectuée paun séquenceur de type capillaire 2000 XL Beckmanit€o

Sous l'action d'un haut voltage et d'un champ élgoe déterminé, I'électrophorese

capillaire permet la migration et la séparationf@gments d’acides nucléiques chargés au
travers d’'un capillaire. Ces fragments d’acidesléigoes sont marqués au préalable avec
guatre marqueurs spécifiques dont la fluoresceacsitae dans la région rouge du spectre.
Les fluorescences induites sont collectées pahotomultiplicateur. Les données brutes sont

ensuite analysées par le logiciel CE'QXL version 4.3.

Les séquences ITS2, 3 et 4 sont comparées, cogdramire elles de maniere a établir les
concordances entre ITS2 et ITS4 ainsi qu’entre I€6B'S4. Les résultats non concordants

entrainent une réitération du séquencage des I'Bpéltimen concerné.
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B) Préparation des extraits de ganodermes et destaes polypores
pour les tests pharmacologiques (MTT), les analysest CCM et
en LC-MS

1) Nettoyage des carpophores, sélection des spéaiset extraction

De maniére a préparer correctement les extragstartsur cellules cancéreuses, il est crucial
de respecter en amont certaines regles au momela dieolte. Avant tout, pour chaque
spécimen, la quantité trouvée sur le terrain daie &uffisamment importante pour la
recherche ultérieure de molécules potentiellemetntes. Ensuite, les spécimens doivent étre
rapidement séchés sur place durant 12 a 24 hediaglé d’'un exsiccateur pour éviter les
contaminations bactériennes, fongiques et les déatjoms provoquées par les insectes.

Une fois les spécimens rapportés au laboratoisegHampignons sont a nouveau mis a sécher
a 40°C pendant une semaine. Ensuite les carpoplso@s nettoyés, découpés en petits
morceaux et enfin hachés a I'aide d’un hacheumneelpuissante (Model : Microtron MB 550

Kinematica AG).

Dix grammes de chaque broyat sont extraits avenéthanol (environ 200 ml) a température
ambiante (20°C) pendant 5 jours et sous agitatitaide d’'un agitateur rotatif (200 rpm).

Apres filtration, le solvant des filtrats est évesous vide a I'aide d’un évaporateur rotatif.

2) Préparation des solutions « Poids/volume » a par des extraits

méthanoliques

Pour un extrait sec obtenu a partir de la macérat® 10 g de matiere seche de sporophore
dans le méthanol, on fait correspondre un voluna &g X 10 ml. x étant égal au nombre de
volume de 10 ml qu’il aura fallu pour dissoudre dids d’extrait correspondant a 10 g de

matiere seche.

La concentration finale de la solution obtenue sgrale a 10 g de matiére sechevblume

de solvant. Les solutions choisies sont souventd&anol ou I'éthanol, parfois le CHQu
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'eau a de faible quantité (0,5 a 1 ml) pour éviterisque d’altérations des composés ou la

contamination des extraits.

3) Lyophilisation

On a retiré des solutions poids / volumes I'équmtlde 5g (par exemple, si la solution
utilisée posséde un rapport de 1 poids / 5 volumegrélevera I'équivalent de 25 ml). Les
solvants constituant les solutions poids / voluroes été évaporés au rotavapor, puis les
extraits secs ont été remis en solution aqueuse @wa lyophilisé a -50°C sous vide
(Telstar® Cryodos -50pendantenviron 24 h. Les lyophilisats stockés a 4°C en chambre
froide ont été utlisés pour les tests pharmacoiegs (MTT, voir ci-dessous). Les
lyophilisats ont ensuite été solubilisés dans leSuM puis filtrés a I'aide d'un filtre a 0,22
um avant d’étre testés sur les cellules humainesétauses. Certains des extraits, notamment
ceux ayant présenté une forte inhibition sur ceHlucancéreuses, ont été étudiés en

chromatographie de masse (LC-MS et LCMS

4) Tests cellulaires : mesure du pouvoir antiproliératif des lyophilisats
Les tests cellulaires ont été réalisés a I'lCPAlcelaboration avec Amélie Lemoine.
Pour la sélection des extraits d’intérét thérapgwatj 3 lignées cellulaires ont été utilisées :

La premiere correspond a des cellules prostatiquasaines hormono-indépendantes et

issues de métastases ossebEes.

La deuxiéme correspond a des cellules humainespamt d’'un adénocarcinome mammaire

pour les cellule$ICF-7.

La derniere correspond a des cellules humainespenmt d’'un adénocarcinome colorectal de
grade IIHT?29.

a) Cuture de cellules

Les lignées PC-3, MCF-7 et HT29 ont été cultivéespectivement dans les milieux RPMI-
1640, DMEM et MEM supplémentée avec 10% du sérunvetu foetal (SVF), 1% de
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glutamine, 100 IU.mt* de pénicilline et 100 pg riide streptomycine. Les cellules sont
cultivées en monocouche dans des flacons plastideeg5 crfi placés & 37°C sous une
atmosphere humide et enrichie a 5% de,.(@s cellules sont ensuite décollées par une

solution de trypsine et ’EDTA.

b) Mesure de la prolifération cellulaire
Test MTT : principe

La mesure de la prolifération repose sur le testTMYaprés la méthode de Hirst et
collaborateurs. Cette meéthode permet de quantifetivite enzymatique de la succinyl
dehydrogénase mitochondriale, enzyme présentdie¢ alans les cellules vivantes, capables
de cliver un sel de tétrazolium de couleur jaunleitde dans I'eau, le bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium (ouT™) en un dérivé formozan de couleur
bleue, insoluble dans I'eau. Les cristaux formé# smsuite dissous avec une solution SDS
(dodécylsulfate de sodium) solubilisé dans HCLbis@bance de la solution est déterminée a

570 nm avec une correction & 630 nm.

Les cellules sont ensemencées dans des plaquespait86(30000 cellules par puits) et
incubées pendant 72 h. Elles sont ensuite lavéss ave solution de PBS et maintenus dans
leur milieu de culture dépourvu de SVF et doncat#dur de croissance pendant 24 h afin de

synchroniser les cellules.
Les résultats sont exprimés en % de croissance :
% de croissance = [(A-Aj0)/A 3] X100
A : valeur de I'absorbance
Jo: le premier jour de traitement

J : le dernier jour de traitement
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On rapporte au pourcentage de croissance du ténodin00 % les valeurs obtenues. On en
déduit les pourcentages d’inhibition de la prohtésn cellulaire. Les valeurs obtenues sont
ensuite rapportées au pourcentage de croissanéendin (fixé a 100 %), ce qui permet d’en

déduire les pourcentages d’inhibition de la proéifion cellulaire.

C) Partie analytique

1) CCM (Chomatographie sur Couche Mince)

Les solutions poids/volumes évoquées ci dessus giemmt d’adapter pour chaque extrait
brut, les quantités de volume a déposer en CCM paarchaque dépbt corresponde a une

masse de matiére seche identique.

Les extraits obtenus sont dilués dans un minimursotieant puis déposeés sur un gel de silice
‘Polygram SIL G/ U\s4, d’épaisseur 0,20mm avec indicateur de fluoreseedVss,. Le
support plastique sur lequel est déposée la @tanis dans une cuve contenant une phase
mobile (éluant) qui va migrer. Les composeés detiak seront retenus difféeremment selon

leur poids moléculaire, leur affinité entre lacgliet I'éluant.

Selon le contenu de I'extrait et le degré de ptdade I'éluant, on aura un profil de migration
différent. Cette technique nous a permis d’obtenie premiere approximation sur la pureté
des fractions obtenues apres un processus chrormplogue ou d’établir un profil
chromatographique des extraits brut. Elle nousrenigeégalement de connaitre la nature de
certains composés, soit par des niveaux de migradentique a des substances témoins, soit

par la vaporisation de substances chromogenes.
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- 'anisaldéhyde sulfurique pour la révélation degpenes ou des triterpénes, des
stéroides, des phénols, des sucres (Bolliger, 1965)

- le réactif de Dragendorff a également été utipsér la révélation de composeés

possédant un azote hétérocyclique.

Chaque CCM est observée a des longueurs d'ondestg@alk54 nm et 366 nm afin de

visualiser les composés comportant des double®fiai

2) Analyse LC-MS

Les analyses des spectres de masse sont effeectué@entre Universitaire de Mesures et
d’Analyses (CUMA), avec la collaboration de Natbduhal (Ingénieur au CUMA), sur un
appareil de type ‘Surveyor MSQ Thermo-Finnigan’ glien quadripdle couplé a un
chromatographe en phase liquide. Cet ensemble €agpléquipé d’'une pompe quaternaire,
d'un détecteur a barrette de diodes (PDA), d'unaétionneur automatique et d'un
compartiment pour colonne thermostatée. Les édlmstisont analysés a la concentration de

1 mg.mt*.

Le spectrométre de masse dispose de deux sourmessdtion : ionisation chimique a
pression atmosphérique (APCI) et ionisation partéd@ébulisation (ESI).

Des essais ont été réalisés sur ces deux typesidees.

a) Premier essai

Dans un premier temps, les échantillons ont étarégppuis identifiés sur une colonne ODS

en phase inverse (50 mm X 4,6 mm) couplée a urciétede masse en mode APCI positive.

Ce mode opératoire réalisé en routine par I'lCPAdtéaabandonné par la suite en raison de la
mauvaise résolution des pics chromatographiquesnabt pour nos extraits et du mode
d’ionisation non adapté a I'ensemble des compasgserchés.
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b) Deuxiéme essai

Dans un deuxieme temps, les échantillons ont &tfysés sur une colonne Zorbax SB-C18 en
phase inverse (4,6 mm X 250 mm ; 5 um ; Agilent)pdée a un détecteur de masse en mode
ESI positive. A la sortie de la colonne, nous avapgliqué un split 2 : 1 sur l'effluent
arrivant au niveau de la source ESI. La longueondé du détecteur a barrette de diodes
(PDA) est fixée a 252 nm (Yargg al.,2007), et les composées sont détectés par balayage
UV entre 190 et 400 nm. Ainsi, ils sont caractérigar leur temps de rétentior)(et par leur
masse moléculairen(/2 . Le voltage du spray a été programmeé a 3 k\aeempérature du

gaz de nébulisation a 350°C. La différence de pigteappliquée au céne d’entrée de la
source est de 30 V. L'acquisition des données aédlisée en mode full scan. 10 pl de
solution méthanolique filtrée (0,22 um) concentrgé ing.mi* sont injecté dans la colonne.

L’élution des molécules se fait en mode gradient.
Solvant A = HO et Acide formique 0,1 %

Solvant B = Acétonitrile et acide formique 0,1 %

Phase mobile utilisée

Temps (min) Débit : ml / min A% B %
0 1 100 0
1 1 100 0
15 1 40 60
45 1 10 90
50 1 10 90
54 1 100 0
57 1 100 0
Tableau 16 : gradient d’élution utilisé pour I'ayse en LC-MS et LC-MS&des extraits
bioactifs

3) Analyses en LC-ESI-M$

Les analyses sont réalisées au Centre UniversitiereMesures et d’Analyses avec la

collaboration de Mostafa Kouach (Ingénieur au CUMIA9 systeme HPLC est équipé d'une
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pompe LC Perkin série 200, d'un échantillonneuromtique et d’'une colonne SB-C18
Zorbax en phase inverse (4,6 mm X 250 mm ; 5 pmileAt). Les éluants utilisés sont ;®f
contenant HCOOH 0,1 % (A) et GEIN contenant HCOOH 0,1 % (B). Le gradient d’élution
utilisé sont les mémes que ceux décrits ci-desBligil de chaque solution méthanolique
contenant les extraits ou les fractions purifiées eng.mi* sont injectés a I'entrée de la
colonne. A la sortie de la colonne, nous avonsigp@lun split 2 : 1 sur I'effluent arrivant au
niveau de la source ESI. La détection a été eféecpar ESI mode négatif sur un appareil de
type APl 3000, spectre de masse équipé d'un systemdriple quadripole (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Le voltage duagpest réglé sur -4,5 kV et la
température du gaz auxiliaire (dryer or turbo iprag) a 450°C. La tension de l'orifice (DP)
est de — 60 V. L'énergie de collision utilisée @ de -10 a -60 V selon les résultats obtenus.
L’acquisition des données s’effectue en mode bgydull scan mode’ et en mode de
fragmentation d'un ion parent et détection des mosduits (MS-MS "product ion scan"). Le
logiciel d’analyse des données ‘Analyst software1l(Perkin-Elmer Sciex ) a été utilisé pour

le traitement des données.

4) RMN

Les spectres de résonance magnétiqgue nucléaireéalises au laboratoire de Physique et
d’Application RMN, avec la collaboration du Profeas Nathalie Azaroual. L'appareil utilisé
est un spectrométre Bruker AVANCE 500 équipé d'sarde TXI, opérant a une fréguence
de résonance en proton de 500 MHz et 125.8 Mhadrone. Les molécules sont solubilisées
dans CD{ avec le tétraméthylsilane (TMS) comme référenag e déplacement chimique
(ppm). Toutes les expériences RMN ont été realiaé22°C avec les séquences de RMN en
une et deux dimensions, DEPT, corrélations homdémires scalairesH-'H (COSY),
corrélations dipolaires homonucléaifésH (NOESY), corrélatiortH-°C & travers 1 liaison
(HSQC) et corrélatiofH-*C & travers 2 ou 3 liaisons (HMBC). Les abréviatisnsl, d, dd,

t, g et m se référent respectivement a des sigsaus forme de singulet, singulet large,

doublet, doublet dédoublé, triplet, quadruplet attiplet non résolu ou complexe.

D) Fractionnement des extraits, méthodes préparatives
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1) Extraction des composés apolaires et acides desraits méthanoliques
SW6 et SW45 G. tuberculosun)

Ce processus a pour but d’isoler dans un premigpsdes composés fortement apolaires de
type ergostérol ou acides gras saturé ou insakioiéd@, 1985 ; Smania, 1999) puis les acides
ganodériques ou autres triterpenes présentantaupgment carboxylique (Nishitoba, 1984).
Les extraits secs méthanoligues sont mis en sugpedans une solution hydro-alcoolique
CH3OH-H,0 (9:1) puis extraits, dans une ampoule a décaatééther de pétrole dans un
premier temps puis au chloroforme. Les deux frastiobtenues sont séchées préalablement
au sulfate de sodium anhydre, puis filtrées. Laitsmh chloroformique est concentrée au
1/1™de son volume original, puis extrait avec une somtuaqueuse saturée en NaHCOa
phase aqueuse basique est acidifiée a pH=3-4 anesalution 6N d’'HCI a 0°C puis extrait
plusieurs fois au chloroforme tandis que le prééiformé au cours de I'acidification est

solubilisé dans le chloroforme.

Cette méthode a été appliquée pour 3,5 g de mati&miee, calculé a partir de la solution
poids/volume de SW6, et pour 166g de SW&® dernier a été extrait dans les mémes
conditions exposées ci-dessus (5 jours a 20°C, agitateur rotatif) excepté la solution
hydro-alcoolique du départ qui a été séchée pumsseeen suspension dans I'eau avant son
extraction au chloroforme. Les fractions obtenugsmir de I'extrait méthanolique SW6 ont
éteé testées sur PC3 et analysées sur CCM, tangliesgfractions apolaires (EP) et acides (A)
issues de SW45 ont été analysées en LC-MS etdragtes sur colonne de Silice a pression

atmosphérique.
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3,59 de SWa: aff.tuberculosum

Extrait avec environ 200ml de
MeOH, puis séché au rotavapor

Extrait sec méthanolique de SW6

Mis en susp dans 150ml
d’eau et extrait avec éther de
pétrole (EP) (3X50ml)

Evaporation
Phase aqueuse Extrait sec d’EP
SW6.EP.
Extrait avec CHCL
(3 x 50ml)
Evaporation
de la sol a
SW6.W. Ext CHCL; (150ml)

Extrait 3X50ml avec sol. aq
NaHCGC; a 2,5% (pH=9,1)

Evaporation de la sol

: Acidification par HCI 6N de la sol ag a
chloroformique

pH=3,56 puis extraction au CHGB x
50ml

Evap phase Evap phase org
aq.

SW6A

SWG6.N.

SWe.C.
Figure 126 : schéma d’extraction de SW6



223

1669 de SWA455 aff.tuberculosum
broyés

Extrait avec 2500ml de MeOH, 5j a 20°C,
filtré puis séché au rotavapor.

Extrait sec méthanolique de SW45

Mis en susp dans 500ml sol hydro Conservation a -
alcoolique (9 :1), puis extrait avec—  20°C d'un aliquot
éther de pétrole (EP) (2X500ml) de 20ml
Evaporation
Conservation a - L . . )
20°C d'un aliquot ~—€———— Phase H.A, séchée (rotav), mis en Extrait sec d’EP
de 20ml solution dans 600 ml eau (100%) SWA45.EP : 2,339
Extrait avec CHCL(3 x
600ml)
Conservation a -
20°C d'un aliquot
600ml S}N\45.V\(/>. Sol chloroformique réduite —> de 20ml q
conservé a -20°C au rotavap (1800 a 180 ml)
On extrait 3x60ml de cette solution avec
une sol. ag de NaHGG 2,5%
((pPH=9,1)
Evaporation de la sol e . N
chloroformique Acidification par HCI 6N jusqu’a pH=3,5 de la sol
aqueuse basique, puis extraction au CEE&k
50ml
Conservation a - SWA45.N.
20°C d'un aliquot <
de 20ml
Précipité forme, Extraction au CHGlde la phase
solubilisé dans agueuse résidue
méthanol
SWA45GA
392 mg
SWA45GAp
500mg

Figure 127 : schéma d’extraction de SW45
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2) Fractionnement et purification des composés a pa&r de SW45
a) Fractionnement de SWA45.EP par flash chromatogrdme

SW45.EP(2,33Q) a été fractionnée par chromatographid flamuplée a un détecteur UV sur
gel de silice Merck 60 (0,015-0,040 mm) a l'aiderd’appareil de type spot flash system de
chez Armen Instrument. Plusieurs élutions successont été réalisées : Heptane, Heptane-
Acétone (95 : 5), Heptane-Acétone (70 : 30), HeptAoétone (50 : 50) puis par du méthanol
(rincage) et contrélée par CCM. Les éluats onséparés en 8 fractiofde Frl a FrVIl) de
poids respectifs 327, 8, 5, 633, 33, 64 et 30 mg. La fraction lldBR7 mg + 8 mg) ont été
réunies pour donner la fractiéml’ .

Eluant Fraction(s) obtenue(s) Poids (mg)
Heptane
Heptane-Acétone (95 : 5) Frl et Fril 327 et 8
Heptane-Acétone (90 : 10) Frill 5
Heptane-Acétone (70 : 30) FriV et Frv 633 et 33
Heptane-Acétone (50 : 50) Frvi 64
Méthanol (ringcage) Frvil 30

Tableau 17 : gradient d’élution utilisé pour lectiannement de SW45.EP

La fraction Frl et Frll on été réunis en une fraotiapres comparaison de leur profil
chromatographique sur CCMFtl’

b) Fractionnement de Frl’ par chromatographie sur @lonne de silice

Les purifications par chromatographie sur colonneété réalisées sur un gel de silice de 60
de granulométrie 0.063-0.200

La fractionFrl’ a été fractionnée sur colonne de silice (30g)hation successive.

Eluant Volume (ml) Fraction(s) obtenue(s) Poids (mg)
Heptane-Acétone (99 : 1), 600 Frl'set Fri' 244 et 23
Heptane-Acétone (98 : 2), 300 Fri'c et Frl’p 10 et 15
Heptane-Acétone (97 : 3) 150 Frli'e
Heptane-Acétone (95 : 5) 100 Fri’'e 24

Heptane-Acétone (80 : 20), 120 Frl’' e 20

Tableau 18 : gradient d’élution utilisé pour lectiannement de Frl’

Les éluats ont été séparés en 6 fractiond=(tey a Frl’ ) de poids respectifs_ : 244, 23, 10,
15, 24, et 20 mg
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c) Fractionnement de Frl’a par CCE (Chromatographie sur Couche Epaisse)

Le principe est le méme que pour une CCM, excéppaisseur de la silice qui permet le
dépbt d'une plus grande quantité d’extrait. Cettghode est utilisée a des fins préparatives,
puisque chaque niveau de migration, correspondantu plusieurs molécules, absorbant a
254 ou 366 nm est délimité a l'aide d’'une fine peide spatule. Chaque zone est ensuite
grattée et récupérée dans un Erlen. La silice nantela fraction ou la molécule recherchée
est ensuite extraite a I'aide d’'un solvant gCH-MeOH : 80 / 20) sous agitation. La silice est
ensuite soustraite par filtration et le solvantpibréa au rotavapor. Le degré de pureté de la
fraction séche est ensuite analysé par LC-MS. Sirdation est suffisamment pure, la
structure moléculaire pourra étre étudiée par RMG5MS-MS, IR, point de fusion et. De

méme, elle pourra étre étudiée pharmacologique(iest MTT).

La fraction Frlx a été fractionnée sur CCE par I'éluant Hexane-@w&{9 : 1) pour donner 5
fractions (dd-rl’ o1 a Frl’ a5) de poids respectifs : 74, 116, 44, 10 et 0.1 mg.

d) Fractionnement de SW45GAp
d-1) Sur colonne de Silice

250 mg de la fraction SW45GAp, enrichie en compas@de et issue du précipité, sont

déposés sur colonne de silice puis élués successntear :

Eluant Volume (ml) Fraction(s) obtenue(s) Poids (mg)
CHCl; 360
CHCI35-CH30H (99 : 1) 180 FGA 23
CHCI3-CH30OH (98 : 2) 180 FGA,-FGA, 13
CHCI3-CH30H (95 : 5) 120 FGA, 16
CHCIl4-CH3OH (90 : 10) 200 FGAn
CHC|3'CH3OH (85 . 15) 400 FGA-FGA 21
CHCI5-CH30OH (82 : 18) 200 FGA/m 75
CHCIl3-CH3OH (75 : 25) 300
CHCI5-CH30H (65 : 35) 60
CHCI 3-CHOH (50 : 50) 60
CH;OH 200

Tableau 19 : gradient d’élution utilisé pour lectiannement de SW45GAp
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d-2) Par CCE

Les fractions FGA - FGAy; ainsi que les fractions FGAFGAy ont été réunies 2 a 2 pour
donner FGA.vi et FGAy.y Ces deux nouvelles fractions ont été ensuite ifnacées par
CCE.

e) Chromatographie semi-préparative de SW45GA
e-1) Appareillage

Les analyses de Chromatographie Liquide Haute Fedioce (CLHP) ont été réalisées au
Laboratoire de Chimie Analytique, avec la collaltiara de Cécile Danel (Maitre de

conférence au laboratoire de chimie analytique), e chaine WATERS eéquipée d’un
détecteur Waters UV PDA M 996 et d’'une pompe WG injections des solutés ont été
réalisées a l'aide de boucles calibrées, de vokamiant entre 20 et 100 uL.

e-2) Analyse de SW45GA en CLHP

Nous avons d’abord utilisé une colonne de type (RI&inium (250 x 4,6 mm ; 5 um).
L’élution a été réalisée a chaque fois en modedtiogie. Plusieurs types de phase mobile ont
été testés. En premier lieu, nous avons utilisénélangeMéthanol / Eau pour lequel nous
avons fait varier, d'une analyse a une autre, tepgrtions: de 25/ 75 a 70 / 30 (v/v). En
second lieu, nous avons utilisé un meélaAgétonitrile / Eau [proportions testées : de 10/ 90
a 50/ 50 (v/v). L'ajout de TFA (0,05 %) ou d’acideétique a 0,5 % a également été testé. Le
débit était de 1 ml/min, la température de 30°Chartr chaque analyse 20 pL d’'une solution
a 1 mg/ml de SW45GA ont été injecteés.

Ensuite, nous avons utilisé 2 colonnes de typesaaigharide, la cellulose ODH (250 x 4,6
pm ; 5um) ainsi que la cellulose OJ (250 x 4,6 m). L'élution a été effectuée en mode
isocratique a 0,8 ml/min. Pour chaque colonne gde tellulose, 3 proportions différentes de
phase mobile (Hexane / Ethanol) ont été testéés30; 80 / 20; 90/ 10 (v/v). Vingt

microlitres d’une solution a Img/ml ont été anabsé
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Pour I'ensemble des analyses, les produits sortanttété enregistrés par un balayage UV de
193 a 400nm. Les chromatogrammes ont été extrats4anm (correspondant aihax des

COMpOSES).

e-3) Chromatographie semi-préparative de SW45GA

La colonne de type OD (97,9 x 10 um ; 20 um) ains la phase mobile Hexane / Ethanol
90/ 10 (v / v) en mode isocratique ont été sé@ectes pour la chromatographie semi-
préparative de SW45GA. Le débit utilisé a été dendl, et la température de 30°C. Aprés une
étude de surcharge en volume et en concentratianeté montré que I'injection de 100 pL
d’une solution contenant SW45GA a 16 mg/ml (soét thg injecté) permettait de maintenir
une résolution correcte. Quarante mg de SW45GAamdi été fractionnés de maniere a
obtenir 4 fractions purifiées : G&(3,78 mg); GAp (2,05 mg), GA, (4,42 mg), GAs (6,5
mg). Chacune de ces fractions a été analysée eBSIBAS mode positif, ainsi qu'en RMN
H.
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Annexe 1 : réaction de séguencage, protocole denlgycothéque de
'UCL

Notions théorigues de la méthode

Le séquencage

Les techniques de séquencage utilisent des enzyantsuléres : les ADN polymérases.
Ces enzymes sont capables de synthétiser un briplémentaire d'’ADN, a partir d'un
brin matrice.

Ces réactions se font par ajout de désoxyribontide(dNTP : désoxyNucléotide
TriPhosphate). On utilise pour le séquencage delgotides légérement différents : les
didésoxyribonucléotides (ddNTP).

Les dANTP different des dNTP par I'absence d'unggment OH en position 3'. En
effet, lorsqu'une ADN polymérase utilise un ddNTHiau d'un dNTP, elle n'est plus
capable de rajouter le moindre nucléotide a sa suat synthese du brin d'’ADN s'arréte...

Une ADN polymérase synthétise le brin complémeeatde I'ADN a séquencer. Dans le
milieu de réaction se trouvent des dNTP en gramdlme, et une faible proportion d'un
ddNTP (a Adénine, ou Guanine, ou Thymine, ou Cyi®siA un moment totalement
aléatoire, un ddNTP sera ajouté a la chaine ersarisynthese par 'ADN polymérase.
Cette synthése s'arrétera donc a cet endroit.

L'utilisation d'un ddNTP permet d'obtenir un enséardte fragments d'’ADN de
différentes tailles, correspondant aux emplacem@nt nucléotide donné.

Une ADN polymérase n'est pas capable de débusgntaése d'un brin d'ADN a partir

de rien. Il lui faut partir d'un court fragment @A, appelé une amorce. Cette amorce est
un oligonucléotide de 15 a 25 nucléotides, compiéaiee d'une séquence d’ADN
connue, située juste en amont de I'ADN a séquen@ddN polymerase synthetise dans
le sens 5’ vers 3.

Les séquences sont réalisées sur des séquenceEumatgues. Ceux-ci sont capables de
lire les réactions de séquences: pour cela, onuades fragments d’ADN grace a des
marqueurs fluorescents présent dans les ddNTP.
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Mode opératoire

A. Matériel

Boites de Pétri stériles

Couvercles micro-plaque :
- Thermowell 8 clear cap STR/12 (Elscolab - COS6556)
- Thermowell sealing mat 96 well (Elscolab - COS6555)

Feuilles aluminium: Seal and sample (Analis - 53861

Pipette multicanaux 50-300 pl

Sample microtiter plates, 96 well (Analis - 609801)

Tips 10 pl stérile

Tips 200 pl stériles

Tubes 50 ml stériles

B. Produits

Ceq DTCS quick start kit 96 reactions, conservadiei20°C
(Analis — 608120)
- Glycogene
- Huile minérale
- Master MIX
- Puc 18 et son primer
- SLS (sample loading solution-Formamide)
Primer a 10 uM purifiés par HPLC, resuspendu eiédilvec de I'eau pour
biologie moléculaire

Produits N° Local Situation Références
Acétate de sodium 3M pH 5.2 108 d.189 4 °C (78) Signs¥899
Na2EDTA 100 mM pH8 103 d.189 Armoire produits séqueince Sigma — E7889
Water for biomol 55 d.189 Armoire produits séquenceur igna — W4502
Ethanol 100 % 520 d.164.10 8°C

C. Equipement

Appareils Numéros des appareils
Appareil PCR : MJ Research PTC-200 9
Centrifugeuse : ALC 13
Congélateur Liebherr 81
Speed Vac SC 110 Savant 14

D. Préparations

1. Solution STOP

Préparation lors de ['utilisation.
Quantité de solution a utiliser par puit de réactio
2 ul de Na2EDTA + 2 ul de NaOAc + 1 ul de glycogéene
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2. Ethanol absolu 95 % et 70 %
Faire une dilution de I'éthanol absolu 100 % aved'€au biomol dans un pied
gradué stérile et aliquoter dans des tubes 50érilest (Falcon). Mettre les
tubes a —20°C.

E. Flowchart

RSBM €Préparations du produit P@

}

2. Réalisation de la
micro-plaque

}

3. Réactions de séquencage

I

4. Arrrét des réactions de
séquencage

I

5. Précipitaion de 'ADN

I

6. Purification de I'ADN

}

7. Elimination des résidus
d'éthanol

}

RSEM = responsab,le se_rwces 8. Resuspension de 'ADN
de biologie moléculaire




F

231

Tableau

o

ACTION

Le produit PCR doit avoir été purifié et quantéigres purification (biophotomeétre ou ge
d’agarose).

Chaque réaction doit comporter les composants suivapl de primer 10 uM (un seul
primer par puit) , 8 pl de Master MIX (pouvant é&tiié 2 x avec de I'eau biomol),
produit PCR purifié (le volume varie en fonctionldeoncentration +/- 3ul), eau biomol
pour ajuster le volume de réaction final a 20 (g4t de réaction.

Il est important de mettre un contrdle de la résctle séquencage :

PUC 18 (fourni avec le kit). La réaction comprenarfPuc 18 est composée de : 1 pl
d’ADN, 2 ul de primer, 3.8 ul d’eau biomol et 8qd Master MIX.

Si utilisation d’un plasmide au lieu de produit R@outer uniqguement I'eau au plasmid
et faire un préheat de 4 minutes a 96°C (Appa@RPPTC-200 n°10, programme prese
4). Ajouter ensuite le primer et le Master MIX.

Aprés avoir réalisé la micro-plaque, couvrir caievec un couvercle (thermowell sealir
mat pour 96 puits ou strip de 8 couvercle). Placsuite la micro-plaque dans I'appareil
PCR PTC-200 MJ research. Chaoisir le programme Sit@dlablement encodé. La durée
du « RUN » est de 3h03. Aprés arrét du programmserwer la micro-plaque a 4°C.

g

La réaction de séquencage est arrétée a | ‘aitlestdution STOP. Celle-ci est constitué
de 2 pl de Na2EDTA + 2 pl de NaOAc + 1 ul de glyawg et ce dans chaque puit de
réaction. Calculer la quantité de solution STORsipehsable pour les réactions de
séquencage de la micro-plaque, faire le mélangeament de I'utilisation et répartir 5 pl

dans chaque puit.
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Mettre 60 pl d’éthanol absolu 95 % glacial danscdnades puits. Pour plus de facilité,
mettre I'éthanol dans une boite de Pétri stérile e¢partir a I'aide de la pipette
milticanaux. Sceller la micro-plaque avec une feudlaluminium autocollant, vortexer
guelques secondes et mettre a —20°C durant 10 esinut

Centrifuger la micro-plague 30 minutes a 2550 rpdr°€ (Centrifugeuse ALC : 016-
programme 1). Equilibrer la centri a I'aide d’'un&r-plaque usagée contenant le méme
volume en eau.
Aprés centrifugation, éliminer I'éthanol 95 % etorgnant la micro-plaque sur du papier
Torg, surtout ne pas « tapoter » la micro-plagt@uraeée afin d'éviter les pertes de culots.
Aprés avoir remis la micro-plaque a I'endroit nesle retourner car les culots ont pu se
redissoudre dans le reste d’éthanol et pourratemp@rdus si la micro-plaque était a
nouveau retournée.

Mettre 200 pl d’éthanol 70 % glacial dans chaquesple la micro-plaque. Centrifuger 5
minutes a 2550 rpm et 4°C (Centrifugeuse ALC : A®-programme 2).

Equilibrer la centri a I'aide d’une micro-plagueaggée contenant le méme volume en eau.
Aprés centrifugation, éliminer I'éthanol 70 % etorgnant la micro-plaque sur du papier
Torg, surtout ne pas « tapoter » la micro-plagt@ureée afin d'éviter les pertes de culots.
Apres avoir remis la micro-plaque a I'endroit negple retourner car les culots ont pu se
redissoudre dans le reste d’éthanol et pourratemip@rdus si la micro-plaque était a
nouveau retournée.

Répéter le nettoyage une deuxieme fois.

Aprés avoir éliminé I'éthanol pour la deuxieme fdare un « short spin » de la micro-
plaque a I'endroit & 2550 rpm a 4°C. Ensuite, faime centrifugation tres courte & 300 rpm
et 4°C (Centrifugeuse ALC : 016 - programme 3)admicro-plaque a I'envers sur un
papier « torck », arréter la centrifugeuse desliguateint 300 rpm.

Récupérer la micro-plaque a I'endroit.

Etant donné gu’apres le centrifugation a I'envereste des trace d’éthanol, la micro-
7 plaque va étre placée au Speed-Vac durant 15 rsirafia d’évaporer les restes de celu
ci. (Speed-Vac : CO 008)

Resuspendre les culots d’ADN avec 40 pl de SLS&aride) et ajouter un goutte d’huile
sur chacun des puits afin d’éviter toute évapondtios du séquencage.
Si le séquencage n’est pas réalisé dans 'immézbaterver la micro-plaque a 4°C pour
quelques heures ou a -20°C pour plus longtemps.

Il est conseiller de séquencer la micro-plaqudue mpidement possible apres sa
préparation car d’éventuelles dégradations des glyesaient survenir.

Consignes de sécurité spécifigues

Le Master Mix contient les fluorochromes et uneyene ; il est donc fragile. Il est
conseiller de la sortir du congélateur —20°C au ewtnde I'utilisation, de ne pas le remuer
trop énergiquement et de ne pas le laisser trogptéomps a la lumiére.
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Ne pas mettre la micro-plaque sur glace lors dedtale la réaction avec la solution STOP
afin d’éviter la précipitation de celle-ci.

Veérifier que les produits de réactions de séquemgagt bien au fond des puits.

Si présence de peluches ou crasse dans les paiemnlever avant le séquengage.
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http://www.univ-tours.fr/genet/anim4.htm

http://www?2.lifl.fr/~touzet/M1/coursCorinneAbbadieMNdioinfopartie2.pdf

Documents associés

Titre du document

Protocole de séquencage DTCS « Quick start » patéme CEQ
2000 XL

Utilisation du Speed Vac SC 110 Savant

Utilisation du systeme d’analyse automatique de ségnces
d’ADN
(séquenceur capillaire 2000 XL Beckman Coulter )

Principe de la méthode

Sous l'action d’'un haut voltage et d’'un champ élgae déterminé, I'électrophorése
capillaire permet la migration et la séparatiorfrdgments d’acides nucléiques chargés au
travers d'un capillaire. Ces fragments d’acidedéiques marqués au préalable avec
guatre marqueurs spécifiques dont la fluorescemcitise dans la région rouge du spectre.
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Les fluorescences induites sont collectées pahotomultiplicateur. Les données brutes
sont ensuite analysées par le logiciel CEQXL version 4.3.

Définitions et abréviations

Electrophorese capillaire: migration, séparatiomudécules chargées et marquées
spécifiguement sous I'action d’un champ électrigueaut voltage a travers un capillaire de
longueur et de diametre précis. La séparation dédaules chargées est basée sur les
différences de masse et de taille.

ADN = Acide DésoxyriboNucléique
HPLC = High Pressure Liquid Chromatography
RSBM = responsable des services de biologie maéeul

Matériel, produits et équipement

A. Matériel

Coton-tige COPAN (usage unique, stérile et nongient)

Lot de 8 capillaires de 33 cm de long pour séqueatiant jusque 800 paires de bases
(Beckman Coulter)

Micro-plaque parois fines pour échantillons (Beckn@oulter)

Micro-plaque pour tampon (Beckman Coulter)

Pipette multi-canaux spécifique séquencage

B. Produits

Cartouche de gel pour 96 échantillons, stockéeCaBeckman Coulter)
Eau déionisée (Purification par HPLC recommandée)
Tampon (Beckman Coulter), stocké a 4°C

C. Equipement

Séquenceur capillaire 2000 XL Beckman Coulter (npos PC et imprimante HP) (n°
d'inventaire: 35).

Consignes de sécurité spécifigues

- Prendre connaissance des informations sur la s&€eudiquée dans M 035/2 pages v-
viil.

- Lire attentivement les instructions des fenétresateroles affichées sur I'ordinateur
(ex : Please Wait)
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- Placer les capuchons prévus aux extrémités delairasi lorsqu’ils sont retirés et
veiller a ce qu’ils soient correctement remplisadi¢dPLC ou de tampon Beckman
Coulter. Ne jamais toucher I'extrémité libre degiltaires.

- Conserver les capillaires, les cartouches de deltampon a 4°C.

- Ne pas laisser les capillaires ni le gel dansdgisiceur si celui-ci n’est pas utilisé.

- Nettoyer correctement les embouts des capilldimefenétre de détection et les
contacteurs des éventuels dépbts de sels et de gel.

- En cas de panne, d'entretien ou de changementale dompléter le Registre
d'appareillage (FORM QU 008/4).

RSBM DEBUT

1. préparation des échantillons [«

I

2. démarrage du systeme

I

3. création d'une base de
données

I

4. lancement du module de
préparation des échantillons

I

5. lancement du module
d'analyse

I

6. mise en place des
capillaires

I

7. mise en place de la
cartouche de gel

I

8. lancement du "RUN" oui

I

non

9. analyse des résultats

11.
présence d'un
signal?

15. transfert des résultats
tragabilité

oui

12.
signal faible ou
trop court?

16. arrét du séquenceur

17. arrét du systéme

Non

14. consulter mode d'emploi
et/ou trouble shooting

RSBM = responsables des
services de biolobie moléculaire
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A. Tableau
OuU :d.189
QUAND : séquencage
N° ACTION
1 | Voir: M 035/2
-Voir : M 035/2 page 1.
2 | -Dans le bureau, cliquer sur CEQ 2000. Double-€licau centre de la fenétre
apparue, obtention du "MENU principal”.
3 | Voir: M 035/2 pages 1 et2.
-Voir : M 035/2 pages 2, 3, 6-12.
-Sample setup/File/New/(Nom-Méthode-Analyse)/SagéPoject Name/Name/OK
-Le nom des microplaques doit commencer par BEC&retsuivi du numéro de
celle-ci. Une copie de la disposition d’échantiigrar microplague ainsi que le
résumeé de I'encodage se trouve en copie papierlddasie appropriée.
-Des méthodes sont encodées (ITS, 28S, 18S, MABIOM 005) mais d’autres
4 peuvent étre crées. La méthode LFR-1 peut étieagide maniere standard. La
méthode correspond aux échantillons d’'une mémennelo
-Les échantillons doivent étre nommes suivant wle¢6ORM CO 017/1).
-Si votre "run" n’a pas donné de bons résultatp(freu d’ADN ou "run” trop court)
il y a possibilité de relancer celui-ci en modifiga méthode choisie. Pour ce faire,
créer une nouvelle "sample setup” et garder laoplague d’échantillons a 4°C
maximum 24 heures ou a —20°C pour une plus longaosearvation (maximum deux
a trois jours).
-Voir : M 035/2 page 3
5 -Message d’information/OK.
Message attention gel/OK.
Se mettre dans la fenétre du "LOG" afin de suigsedpérations effectuées.
-Voir : M 035/2 pages 3, 54-60.
-Vérifier la présence ou non des capillaires caxea peuvent déja étre présents
dans le séquenceur.
Si les capillaires sont installés, passer a I'émapeante.
Attention les capillaires ne sont pas remplacéss matallés.
6 | -Replenish/Install capillary array/(15 minutes pbunstallation)/Done (car pas de

changement de capillaire)/Confirm Capillary arrelest

-Les capillaires sont tres fragiles, ils sont conég a 4°C et ne doivent pas rester
plus de 48 h dans le séquenceur s’ils ne tourrasat p

-Vérifier gu’il N’y a pas de dépbt de sels surilggort des capillaires ou nettoyer
avec un coton-tige imbibé d'eau HPLC.

Ne pas mettre vos doigts a I'extrémité de ceux-ci.
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-Vérifier que la fenétre de lecture est propresatErieur sinon passer un coton tige
toujours dans le méme sens. Si les impuretés fEnsiglles se trouvent
probablement a I'intérieur du capillaire, il faudtanc purger les capillaires et les
remplir une fois de gel. Vérifier ensuite si lepumetés ont disparu ou recommenc

-Voir : M 035/2 pages 3, 4, 63-68.

-Vérifier la présence ou non de cartouche de getele-ci peut déja étre présente
dans le séquenceur.

Replenish/Install gel cartridge/(mettre la cartaide gel)/Set to New/Done
-Vérifier qu’il n’y a pas de dépot de gel dansugsort de celui-ci ou nettoyer avec
un coton-tige imbibé d'eau HPLC.

La cartouche de gel est conservée a 4°C.

-Voir : M 035/2 pages 4,5, 12-16.

-Vérifier que les puits des microplaques d’analgtsde tampon sont remplis, ainsi
que la présence de la grille de rincage.

Le séquenceur vous indiquera s'il y a assez dpageleffectuer le "run”. S’il n’y a
pas assez de gel, retourner au point 7.

-Voir : M 035/2 pages 10, 16-29.

-Possibilité d’analyse et de transfert automatiguenanuel.

-Différents types de problémes ainsi que leursesésentuelles et solutions sont
repris dans PBIOM 002.

10

Les résultats sont corrects lorsque leur signatnpas trop faible (vérifier le "raw
data" et que I'analyse a proposé une séquencecteyre

11

Si aucun signal n’est présent c’est-a-dire quyl a'que la présence des
fluorochomes, il faut recommencer la réaction dpiséce. L'absence de signal pe
étre due entre autres a la perte du culot d’ADNyubli d’'un réactif ou a une
mauvaise réaction de séquence, celle-ci pouvaniteésie beaucoup de parameétre
d’ou I'utilité du témoin positif (puc 18).

er.

12

Un signal faible peut provenir d’'une concentratimp faible en ADN. Il est possibl
de relancer le "run" en modifiant la méthode w#i®t en augmentant le temps
d’injection de I'échantillon dans le capillaireela augmentera la concentration de
I’ADN sans recommencer la réaction de séquence.

D

13

Si votre signal est mal analysé (présence de "Nhauvaise lecture en fin de
séquence...), il est possible de relancer I'analysehangeant des paramétres.

14

Pour d’autres problémes, consulter le mode d’enm(Mod35/1, /2) ou le guide des
problemes (PBIOM 002). Les réactions devront &oemmencées au point 1.
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-Les résultats sont copiés sur "ZIP" apres chaggaencage, ainsi que sur CD-ron

lorsqu’il faut sauver la "database".

Ir

15 -Les arametres internes du séquenceur sont autpreatient enregistré, et copié st
le CD-rom.
-Voir : M 035/2 pages 3, 54-60.
-Les capillaires ne doivent pas nécessairementateyés si un autre "run" doit étr
effectué endéans 24 h. La cartouche de gel deitedétievée aprés chaque "run”.
Attention: les capillaires ne sont pas remplacessmretirés.
-Pendant I'enlévement des capillaires, retirer @gaint les microplaques
d’échantillons et de tampon.
Dans le module "RUN", Replenish/Release capillarsgydOK/Remove capillary

16 : S )
array, (15 minutes pour enlever les capillairesgtaller le plug)/Install manifold
plug/Done
Voir : M 035/2 pages 3, 4, 63-68.
Attention: retirer la cartouche de gel et instaléeplug.
Dans le module "RUN", Replenish/Release gel cay@i@K/Remove gel cartridge
(enlever le gel)/Install plug
-Actionner ensuite le bouton d’arrét du séquenceur.

17 Dans la barre de raccourcis, cliquer sur la deen@ne (porte), le programme se

ferme automatiquement.

Documents associés

DOCUMENT TITRE DU DOCUMENT

Protocole de séquencage DTCS “Quick start” pouesys CEQ
2000 XL

CEQ 2000 Sequence Analysis Trouble Shooting Guide

CEQ 2000 XL DNA Analysis System CEQuence Investigat

CEQ 2000 XL Software version 4.3 Addendum

Méthodes de séquencage enregistrées

FORM QU 008/4 Registre d’appareillage

M 035/1 Mode d’emploi

M 035/2 Mode d’emploi : guide rapide

Formulaires en annexe

TITRE DU FORMULAIRE

Liste des codes liés au séquenceur
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Annexe 2: Monographie déicroporellus du groupedealbatus
(Berk. & M.A. Curtis) Murrill récolté en Martinique

SW/Mart07 GSP20
Case Pilote, Morne rose, Forét
hygrophile. Au sol sur racine de
Inga laurina ou Daphnopsis
americana
15/08/07

Description Macroscopique

Chapeau

Réniforme ou circulaire, l'insertion est latérdie base est lobée, et les lobes se rejoignent a
maturité, I'insertion devient ainsi excentré ou tcale. La texture est flexible, légérement
compressible. La taille est variable : de 2,7 crh4&m de diametre. Le chapeau possede une
dépression centrale au niveau du point d'insertlanstipe. La surface est lisse, glabre et
mate. Zoné concentriquement, avec une zonatiortipdle tous les 5 a 10mm de couleur
creme a brun foncé. L'allure générale est relateaintlaire. Dans chacune des principales
zones, il y a des zones plus fines tous les 1 a.drarmarge est réguliere ou sinueuse, parfois
lobulée imbriquée, frisée sur 0,5cm, elle s’enr@ueséchage. Le contact est doux au touché.
Présence de zones blanches surtout au centre gaathaorrespondant a un phénomene de
concrétion de résine ou d'autres substances ouodweafion de mycélium secondaire.
Présence de petits cristaux ressemblant a du saible revétement.

Stipe

Il est petit et cylindrace, de taille variable :a23 cm de long et 0,5 a 1cm de large. De
consistance coriace, il est recouvert d’une crelitesa premiére moitié en partant de la base.

Chair

Revétement apparent apres section, la chair ese, pde couleur beige, zoné
concentriquement, d’épaisseur variable 2 a 5mm i@aean de la base. La texture est
subéreuse mais compacte.

Hyménophore

Décurrent a maturité et dissocié du stipe, la serfaorée est de couleur creme orangé et doux

au toucher. La longueur des tubes ne dépasse pasi8riong. Les pores sont circulaires a
ovales, 8 /mm.
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Description microscopique
Basidiospores (Cf figure 1)

Les spores sont hyalines, a parois épaisses, gestusubsphériques, non amyloides, 4,5-
[5,03]-6 x 4-[4,23]-4,5 um de diamétre

Le revétement (cf figure 6)

Composé d'extrémités hyphales hyalines en fortesitisnen cutis, parfois redressées et
légerement clavées. On observe des cloisons deereanmportante, des boucles rarement. Le
dépbt blanchatre qui apparait parfois sur le renéte, correspondrait a la formation de
mycélium secondaire étant donné que celui-ci s&§itaén certains endroits, et que ces lieux
montre la présence de nombreuses hyphes génératrice

Les hyphes de la chair (cf figure 3 et 4)

On distingue a premiére vue une forte densité dikgpsquelettiques, a paroi épaisses, non
ramifiées, la plupart rectiligne. Aucune boucle été constatée. Leur diametre varie de 3 a 7
um, avec une prépondérance d’hyphes a 5um de darh&tpaisseur des parois varie de 1 a
3 um. L’'extrémité de ces hyphes lorsqu ‘elle esteoée, est aigue a paroi fine.

Un autre type d’hyphes apparait également: leshégaticiferes (cf: figure 4). Leur
diametre varie de 5 a 6um. Leur extrémités estaligi la zone intracellulaire contient de
nombreux globule voire des vacuoles au conteniiil

Les Hyphes de la trame (cf figure 5)

Les hyphes squelettiques sont dextrinoides sumoutiveau de la trame, majoritaires,
longues, a paroi épaisses se touchant parfoispipardmifiées en arborescences ou non,
l'intérieur est parfois congophile, leur extrémitant aigues et a paroi fines semblables aux
hyphes génératrices, 3 a 7 um de diametre.

Les Hyphes génératrices (cf : figure 6) sont hyajravec des diameétres variables allant de 2
a 3 um. Elles sont cloisonnées avec des boucldsseparois fines. Les hyphes squelettiques
prennent naissance a partir des boucles des hyggimesatrices de la méme maniére que les
Ganodermataceae&ue Corner a décrite en 1983.
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Microporellus du groupedealbatus(Berk. & M.A. Curtis) Murrill

1 trait = 10 pum
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Recherches de substances antitumorales a partir d@@nodermes et autres polypores
récoltés dans les iles francaises des petites Aletdl et contribution a I'inventaire des
Ganodermataceade Martinique, Guadeloupe et dépendances

Résumé

En premier lieu, notre travail résume I'état dear@issances sur l&@anodermataceades Antilles
frangaises, en se basant sur I'analyse exhaustia tttérature et sur les récoltes personnelles q
nous avons effectuées au cours de 7 missions darréen, en Guadeloupe et en Martinique (2003-
2008). Soixante quatre collections ont été exarmsing@si que plusieurs types d’espéces décrites des
Néotropiques Ganodermadussii Pat., G. pulverulentumMurrill, G. subfornicatumMurrill, G.
tuberculosumMurrill). Au total, quinze taxons ont été idend$i dans les Antilles francaises. Les
caractéres morphologiques de chaque espéece ontofgiet d’'une description méticuleuse, d'une
illustration sur planche ainsi que d’'une discusside plus, chacune de nos hypothéses portées sur
l'identité des espéces s'appuie sur des résulitaytogénétiques. Les espéces suivantes sont citées
pour la premiere fois aux AntillesGanoderma amazonen$¥eir, Ganoderma flaviporungMurill)
Sacc.& Trotter, Ganoderma subamboinens@P. Hennings) Bazzalo & WrightGanoderma
tuberculosumMurril. En second lieu, nos recherches ont podeé la comparaison des activités
antiprolifératives de différents extraits méthagoéis de&GanodermataceaBonk récoltés aux Antilles

et Guyane francaises et de deux espéces de rafer€anoderma luciduneuropéen etGanoderma
lucidum’ asiatique, sur cellules cancéreuses humainespdepipstatique (PC-3), mammaires (MCF-
7) et colorectal (HT-29). Nous avons démontré qeetans ganodermes néotropicaux tel le
Ganodermauberculosunpouvaient aussi inhiber la croissance des cellcdegéreuses de la méme
fagon, sinon plus, que I&anodermalucidum utilisé en médecine traditionnelle asiatique et le
Ganoderma lucidumeuropéen. Les acides ganodériques A, DM et F, peBquels une activité
anticancéreuse a été démontrée, n'ont pas étavesaans I'extrait méthanolique @Ganoderma

tuberculosumD’un autre c6té, I'extrait de cette espéce contien composé majoritaire correspondant
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a un acide ganodérique jusqu’ici jamais décrit : GWI. Celui-ci n'a pas montré d'activité
antiproliférative significative sur cellules caneéses de type PC-3, MCF-7 et HT29. De plus, ce
travail a montré que I'activité antiproliférativas @. lucidumeuropéen est similaire a celle Gu
lucidum traditionnellement utilisé en médecine asiatigueepté pour HT29 pour lesquels aucune
activité n'a été démontrée pour I'espéce asiatiggefin, notre étude illustre l'importance des
investigations taxinomiques fiables, avec des nd#hdraditionnelles et moléculaires, afin d'idéetif

clairement les espéces contenant les moléculegigpés bioactives.

Mots Clefs: Activités antiprolifératives, Ganodermatacegae Ganoderma lucidum

Aphyllophoromycetideaenétabolites secondaires, triterpenes fongiquedesa ganoderiques.



