


RECHERCHE D'UNE ACTIVITII MUSCARINIQUE 
DANS LES CARPOPHORES 

ET LE MYC~LIUM DE QUELQUES CLITOCYBES 

par Monique PORTE et L. ODDOUX 

R6sum6. - 8 espÃ¨ce de Clitocybe non consid6r6es jusqu'?I ce jour comme v6n& 
neuses, sont d o d e s  d'une activiiÃ muscarinique. 

Cette activit6 est antagonide par le sulfate d'atropine : l'action est donc bien sem- 
blable 3I celle d'un parasympathomim6tique. 

La toxicitÃ de ces 8 espÃ¨ce n'est due ni l'ac6tylcholine, ni Ã l'histamine. 
La pr6sence d'une substance 31 activitÃ muscarinique dans les carpophores, les myc6- 

liums en culture pure e t  les liquides de culture de ces 8 espÃ¨ces est d6montr6e pour la 
premi6re fois. 

La muscarine, sel trimÃ©thyl-ammoniu quaternaire du L (+) 2 
mÃ©thy - 3 hydroxy - 5 (arninomÃ©thyl - tÃ©trahydrofuran doit son nom 
Ã Amunita muscaria (L. ex Fr.) Hooker d'oÃ elle a Ã©t isolÃ© pour la 
premiÃ¨r fois par SCHMIEDEBERG et KOPPE en 1869 ; le nom spÃ©cifiqu 
Ã muscaria Ã est dÃ au premier usage de ce champignon: cuit avec de 
l'eau, il avait la propriÃ©t de tuer les mouches. 

La muscarine a Ã©t mise en Ã©videnc dans un petit nombre d'espÃ¨ces 
tels que des Inocybes et Ã©galemen dans des Clitocybes parmi lesquels nous 
citerons C. dealbuta (Sow. ex. Fr.) Gillet, C. rivu1osa (Pers. ex Fr.) Kummer, 
C. illudens (Schwein.) Sacc., C. cerussata (Fr.) Kummer (BURTON, KEL- 
LER et SCHWARTING, 1965 ; GENEST, HUGHES et RICE, 1968 ; SWENBERG, 

1969)- 

Nos recherches ont portÃ sur 67 souches de Clitocybe; 47 (reprÃ© 
sentant 21 espÃ¨ces sont inactives (PORTE, 1972) ; 20 (appartenant Ã 
8 espÃ¨ces sont douÃ©e d'une activitÃ muscarinique. Ce sont elles seules 
qui feront l'objet de cette note. 

Nous prÃ©senton ci-dessous les noms des espÃ¨ce actives : 
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Clitocybe angustissima (Lasch) Kummer . . . . . . . . . .  (1 souche) 
Clitocybe suaveollens (Schum. ex Fr.) Kummer . . . .  (4 souches) 
Clitocybe diatretu (Fr.) Kummer . . . . . . . . . . . . . .  (6 souches) 
Ckocy be festiva Favre . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  (3 souches) 
Clitocybe ericetorum (Bull.) QuÃ©l ss. Lange . . . . . . . .  (1 souche) 
Clitocybe candicans (Pers. ex Fr.) Kummer . . . . . .  (3 souches) 
Clitocybe candicans var. dryadicoh (Favre) Lamoure (6 souches) 
Clitocybe pithyophila (Secr.) Gill. . . . . . . . . . . . . . .  (5 souches) 

Le lecteur trouvera l'origine de ces souches dans notre rÃ©cent publi- 
cation (PORTE, 1 972). 

II. RECHERCHE D'UNE ACTIVITÃ MUSCARINIQUE CHEZ LES CARPOPHORES. 

1. Technique d'extraction. 

Ne disposant pour chaque Ã©chantillo que d'une faible quantitÃ d'ex- 
siccata de carpophores, nous les avons simplement broyÃ© en prÃ©senc d'eau 
acÃ©tiqu Ã 0,5 %. L'extrait obtenu (non filtrÃ© est testÃ sur le duodÃ©nu 
isolÃ de rat. 

2. Technique d'Ã©tud biologique. 

Pendant longtemps, l'activitÃ muscarinique fut mlise en Ã©videnc uni- 
quement par des mÃ©thode biologiques, sans doute en raison de la difficultÃ 
Ã obtenir des prÃ©paration suffisamment purifiÃ©e pour entreprendre une 
Ã©tud chimique. 

Les auteurs ont travaillÃ soit sur des organes isolÃ© tels que l'ilÃ©o 
de cobaye, le duodÃ©nu de rat, de lapin ou de cobaye (recherche d'une con- 
traction), soit sur des animaux entiers (lacrymation, salivation, diarrhÃ©e 
diminution du rythme cardiaque, bronchospasme). 

Dans notre travail, nous avons choisi l'Ã©tud de la contraction du 
duodÃ©nu isolÃ de rat. 

Pour nos essais biologiques, nous avons utilisÃ le rat mÃ¢l (souche 
Wistar l )  de 200 Ã 280 grammes ; ces animaux ont Ã©t laissÃ© au repos au 
moins 72 heures avant toute manipulation. 

1. Ces animaux sont fournis par le  centre d'Ã©levag IFFA-CREDO, Domaine des 
Oncins & Saint-Germain-sur-1'Arbresle (RhÃ´ne) 
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2-2. Techniques. 

- PrÃ©kvemen du duodÃ©nu isolÃ de rat. 
L'animal non Ã jeun est tuÃ d'un coup sur la nuque, puis placÃ en 

decubitus dorsal. Une incision mÃ©dian est pratiquÃ© dans les parois abdo- 
minale puis thoracique et le duodÃ©nu est rapidement prÃ©lev et immergÃ 
dans du liquide de TYRODE Ã 38 O C * I C. 

- Etude des effets cholinergiques ou antÃ¹holinergique sur organe 
isoiÃ© 

La partie pst-pylorique du duodÃ©nu de rat est dÃ©gagÃ sur une lon- 
gueur de trois centimÃ¨tre environ de la membrane mÃ©sentÃ©riq et montÃ© 
rapidement dans la cellule d'un bac Ã organe isolÃ selon la technique dÃ©crit 
par MAGNUS (1904). 

Les paramÃ¨tre choisis sont les suivants : 
. milieu de survie constituÃ par le liquide de TYRODE ' ; . tempÃ©ratur de 38 O C + I O C ; 
. aÃ©ratio et agitation du milieu par l'air admis bulle Ã bulle ; 
. solutions et dilutions toujours effectuÃ©e dans le liquide de TYRODE ; 
. mouvements normaux de survie : contractions rythmiques et pÃ©rio 

diques en train d'onde, en Ã bouffÃ© Ã̂  caractÃ©ristique du 
duodÃ©nu de rat. 

Nous vÃ©rifion la sensibilitÃ de l'organe isolÃ en utilisant des doses 
d'acÃ©tylcholin comprises entre 0'01 pg et I pg. 

Nous affirmons qu'un champignon est actif lorsqu'il induit une con- 
traction de la fibre duodÃ©nal ; nous effectuons toujours 2 Ã 3 mesures pour 
chaque dose de liquide testÃ©e 

Nous avons Ã©valu d'une faÃ§o trÃ¨ simple, donc obligatoirement impar- 
faite, la quantitÃ de substances Ã activitÃ muscarinique prÃ©sente dans les 
Clitocybes Ã©tudiÃ© sinon il nous aurait fallu comme tÃ©moi une quantitÃ 
relativement importante de muscarine; or il est impossible de se procurer 
cet alcaloÃ¯d dans le commerce. 

A dÃ©fau de tÃ©moi de muscarine, nous avons donc Ã©valu l'activitÃ des 
carpophores par comparaison avec l'action d'un parasympathomimÃ©tiqu de 
rÃ©fÃ©renc le chlorure d'acÃ©tylcholine en nous basant sur les travaux de 
WASER (1961, 1965); cet auteur affirme que la muscarine est deux fois 
plus active sur le duodÃ©nu isolÃ de rat que l'acÃ©tylcholine 

2. D'aprhs DOMER F.R., 1971. - Animal experimente in Pharmacological Analysis, 
Charles C. Thomas Publishers, p. 573. 
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Nous prouvons que les principes actifs de ces champignons sont bien 
douÃ© d'un pouvoir sympathomimÃ©tiqu puisque antagonisÃ© par du sulfate 
d'atropine. 

Nous mettons Ã©galemen en Ã©videnc que l'activitÃ de ces Clitocybes 
n'est due : 
- ni Ã l'acÃ©tylcholin : pour cela nous stÃ©rilison nos extraits de cham- 

pignons en les portant Ã l'autoclave Ã 120' pendant vingt minutes: les 
liquides refroidis sont Ã nouveau testÃ© et aucun changement dans l'intensitÃ 
d'action n'est observÃ© L'activitÃ des Clitocybes Ã©tudiÃ n'est donc pas due Ã 
l'acÃ©tylcholine substance rÃ©putÃ pour Ãªtr thermolabile. 
- ni Ã l'histamine: nous administrons une dose assez forte (soit 50 pg) 

de mÃ©than sulfonate d'antazoline ', puis trente secondes aprÃ¨s nous injec- 
tons une dose connue d'extrait Ã tester; la rÃ©pons est identique Ã celle 
obtenue avec le produit seul. 

III. RECHERCHE D'UNE ACTIVITÃ MUSCARINIQUE CHEZ LES CULTURES 
MYCÃ‰LIENNE EN MILIEU LIQUIDE. 

I - 1 .  Techniques de culture. 

Les souches conservÃ©e Ã + 4' C en chambre froide sur milieu nutritif 
gÃ©los sont en Ã©ta de vie ralentie, et il est donc indispensable de les rÃ©active 
avant leur culture en ballons, par repiquage en milieu Ã L Ã liquide (ODDOUX, 
1955 ; PORTE, 1972) et culture en salle conditionnÃ© Ã l'obscuritÃ© Ã tempÃ© 
rature constante : 24 O C et Ã degrÃ hygromÃ©triqu permanent : 70 %. 

Le mycÃ©liu se dÃ©velopp assez rapidement: au bout de quinze Ã 
vingt jours, il est en pleine croissance et peut ainsi servir Ã Ã ensemencer Ã 

un ballon contenant 3 litres de milieu Ã L Ã liquide. 

La culture en milieu Ã &rÃ )) (ODDOUX, 1960). 

La culture de nos Clitocybes en milieu liquide, a Ã©t conduite selon la 
technique mise au point par ODDOUX. 

Trois litres de milieu Ã L Ã sont rÃ©parti dans des ballons de six litres 
Ã fond plat, soigneusement lavÃ© et rincÃ©s 

Les ballons sont obturÃ© par des bouchons en versilic, percÃ© de deux 
trous laissant le passage Ã deux tubulures en verre: l'une courte s'arrÃªtan 
Ã quelques centimÃ¨tre en-dessous du niveau infÃ©rieu du bouchon, l'autre 
suffisamment longue pour atteindre un niveau situÃ Ã deux centimÃ¨tre 

1. ANTISTINE (Ciba), nom d6posÃ© 
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environ du fond du ballon. L'ensemble est alors stÃ©rilis Ã l'autoclave Ã I I 5 ' 
pendant vingt minutes. AprÃ¨ complet refroidissement, dans une salle stÃ©ril 
soumise au rayonnement de lampes bactÃ©ricides le milieu Ã L Ã de ces 
ballons est ensemencÃ Ã aseptiquement avec un mycÃ©liu en croissance 
active, aprÃ¨ broyage dans un homogÃ©nÃ©ise M. S. E. prÃ©alablemen stÃ©rilisÃ 

Les bouchons sont alors fixÃ© au col des ballons, Ã l'aide d'un fil 
mÃ©tallique 

Les ballons sont placÃ© ensuite en chambre obscure Ã 24' C et 70 % 
d'humiditÃ© L'agitation et l'aÃ©ratio du milieu sont assurÃ©e par passage d'un 
courant d'air stÃ©ril fourni par un compresseur. 

L'air pulsÃ est stÃ©rilis par passage dans des allonges en verre bourrÃ©e 
de coton cardÃ© l'ensemble Ã©tan stÃ©rilis au four PASTEUR Ã 180' C pendant 
une heure. 

Afin de compenser l'Ã©vaporatio qui se produirait dans le milieu de 
culture, nous plaÃ§on entre l'allonge et ce ballon, un flacon laveur rempli 
aux trois quarts d'eau distillÃ© stÃ©rile dans laquelle passe le-courant d'air. 

Le mycÃ©liu est cultivÃ pendant une durÃ© de quatre Ã cinq semaines. 

1 2 .  Technique d'extraction des substances Ã activitÃ muscarinique. 

De trÃ¨ nombreuses techniques d'extraction ont Ã©t essayÃ©e par divers 
auteurs ; nous avons choisi celle de SWENBERG (1969) adaptÃ© Ã la recherche 
de cet alcaloÃ¯d dans les cultures de mycÃ©liums 

Les cultures sont effectuÃ©e pendant un temps variant de 28 Ã 33 jours, 
durÃ© qui semble correspondre au rendement maximum en mycÃ©lium Elles 
sont filtrÃ©e ; les poids de mycÃ©liu frais et les volumes de liquide de culture 
varient selon l'espÃ¨c Ã©tudiÃ© 

I -2- 1. Technique de SWENBERG. 
Le principe de l'extraction des substances Ã activitÃ muscarinique est 

le suivant : les principes actifs sont dÃ©placÃ Ã l'aide d'eau acÃ©tiqu : l'extrait 
obtenu est ensuite dessalÃ par l'alcool absolu puis dÃ©barrass de la majeure 
partie de ses substances liposolubles et colorantes par le n-butanol. 

Le mycÃ©liu et le liquide de culture sont traitÃ© sÃ©parÃ©men 

- Le mycÃ©lium 
Il est sÃ©par par filtration, essorÃ et abondamment lavb a l'eau distillÃ©e Il est broyÃ 

ensuite dans un homogÃ©nÃ©ise avec quatre fois son poids d'eau acÃ©tiqu A 0.5 % ; aprhs 
centrifugation, le culot est repris avec la mÃªm quantitÃ d'eau acbtique ; l'op6ration est 
rÃ©pÃ©t deux fois, mais avec deux parties d'eau acÃ©tiqu seulement. 

Les extraits acbtiques obtenus sont rÃ©uni et r6duits A la moitiÃ du poids du mycÃ© 
lium initial dans un appareil Ã Cyclone Ã qui permet de les concentrer, sous vide, a une 
tempkrature ne dÃ©passan pas 300 C. 
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EXTRACTION ET PREMIERS STADES DE LA PURIFICATION 

- - - - --- - - - - - - - ------- 4 " ~  stade 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * stade 
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Le concentrÃ acbtique ainsi obtenu est traitÃ une premiÃ¨r fois par six volumes 
d'alcool absolu puis filtrÃ et  concentrÃ© sous vide, A une tempÃ©ratur infe5rieure A 300 C. 
Aprbs addition de dix volumes d'alcool absolu, nouvelle filtration et distillation sous 
vide; on obtient ainsi un extrait aqueux : El. 

Il se forme au cours du premier traitement par l'alcool des Ã peaux)) qui sont 
dissoutes dans un peu d'eau distillÃ© tiÃ©die apr& addition d'alcool absolu et  concentra- 
tion, l'extrait ainsi obtenu (%) est d u n i  A El. 

Les extraits (El + EÃ§ sont traitÃ© par un Ã©ga volume de n-butanol; l'opÃ©ratio est 
rÃ©pÃ©t deux fois. 

La phase aqueuse de pH acide est alcalinisÃ© immÃ©diatemen A pH = 8, car la 
muscarine en solution concentrÃ© est instable en milieu acide ; cette phase aqueuse sera 
utilisbe pour la recherche d'une activite5 muscarinique sur le duodÃ©u isol6 de rat. 

- Le liquide de culture. 
Il est tout d'abord concentre5 puis acidifiÃ avec 0.5 % d'acide adtique. L'extrait 

ace5tique est traitÃ une premiÃ¨r fois par six volumes d'alcool absolu puis, aprÃ¨ filtration, 
concentrÃ© AprÃ¨ addition de dix volumes d'alcool absolu, il est de nouveau filtrÃ© puis 
concentrÃ sous vide. 

L'extrait aqueux ainsi obtenu est traitÃ© comme dans le cas du mycblium, par un 
6gal volume de n-butanol; l'opÃ©ratio est rÃ©pÃ©t deux fois. 

La phase aqueuse est concentre5e et alcalinisÃ© A pH = 8, puis soumise A une Ã©tud 
biologique. 

Cette technique s'Ã©tan avÃ©rÃ trop longue pour un simple screening, 
nous ne l'avons pas appliquÃ© Ã toutes les souches. 

Pour les autres espÃ¨ce nous nous sommes contentÃ© de concentrer la 
totalitÃ des cultures selon la technique suivante. 

I -2-2. Concentration 'du mycÃ©liu et du liquide de culture. 
Le mycÃ©liu est broyÃ dans le liquide de culture, acidifiÃ avec 0'5 % 

d'acide acÃ©tique le mÃ©lang est homogÃ©nÃ©i par agitation puis filtrÃ© Le 
liquide ainsi obtenu est concentrÃ et alcalinisÃ ; il sera ensuite Ã©tudi sur le 
duodÃ©nu isolÃ de rat. 

1-3. Technique d'Ã©tud biologique. 
Les phases aqueuses des extraits mycÃ©lien et du liquide de culture sont 

testÃ©e sur le duodÃ©nu isolÃ de rat. 
Nous affirmons qu'elles sont actives lorsqu'elles induisent une con- 

traction de la fibre duodÃ©nal ; nous effectuons toujours deux Ã trois mesures 
pour chaque dose de liquide testÃ©e 

Dans le cas des cultures, nous avons voulu simplement savoir si les 
Clitocybes Ã©tudiÃ possÃ©daien une activitÃ muscarinique ; nous n'avons pas 
cherchÃ Ã Ã©value la quantitÃ de substances actives prÃ©sentes 

IV. RÃ‰SULTATS 

Ils sont rÃ©sumÃ dans le tableau ci-aprÃ¨s 
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Nom de l'espÃ¨c 

Clitocybe angustissima 

1 Clitocybe suaveolens 

1 Clitocybe diatreta 

Clitocybe festiva 

1 Clitocybe ericetorum 

Clitocybe candicans 

n 

n n 

Clitocybe candicans 
var. dryadicola 

n Ã 

n n 

n n 

Ã n 

n Ã 

Clitocybe pithyophila 

n n 

n n 

NO des 
souches 

Poids frais 
en grammes 

Amplitudes 
en cm 

rapportÃ©e 
Ã 1 g 

0,19 

0,18 

2,83 

0,24 

2,68 

0,63 

0,73 

0,40 

0,28 

0,58 

0,21 

0 

0,29 

0 

0,46 

Liquide de culture 

Volume 
en litres 

2,220 

2,330 

2,900 

2,800 

2,840 

2,668 

2,760 

2,580 

2,560 

2,780 

2,480 

2,840 

2,760 

2,670 

2,300 

2,300 

Amplitude! 
en cm 

rapporÃ® 
Ã 1 ml 

0,25 

0.11 

0,064 

0 

0,057 

0,052 

0,350 

0,084 

0,075 

0,110 

0,300 

0,410 

0 

0 

0,041 

0,045 
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ET DES CARPOPHORES DE CLITOCYBES 

Mycblium + Liquide 

Poids frais 
en grammes 

de culture 

Volume 
en litres 

Amplitudes 
en cm 

mesurÃ©e 
pour 1 ml 

de mÃ©lang 

Carpophores 

Poids sec 
en grammes 

Quantite de substances 
Ã©valuÃ© par rapport 

Ã l'acÃ©tylcholin 
en pz/g 
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Nous avons rÃ©vÃ© que 8 espÃ¨ce sont douÃ©e d'une activitÃ musca- 
rinique. 

L'espÃ¨c la plus active est Clitocybe festiva. 
Trois d'entre elles, certes : Clitocybe c a d i c m ,  C. candicans var. drya- 

dicola et C. pithyophila, font partie du groupe des Cadtcantes, dÃ©j rÃ©put 
par la toxicitÃ de Clitocybe rivulosa et de C. dealbata. 

Clitocybe enCetorum, espÃ¨c faisant la transition entre le groupe des 
Clitocybes hygrophanes Ã lames blanchÃ¢tre et celui des Candicantes, se 
rÃ©vÃ¨ Ã©galemen toxique. 

Plus surprenante est la toxicitÃ de Clitocybe angustissima, C. suaveolens, 
C. diatreta et C. festiva (qui est selon D. LAMOURE &va voce assez proche 
de C. diatreta): Clitocybes hygrophanes Ã lames blanchÃ¢tres groupe oÃ 
aucune espÃ¨c douÃ© d'activitÃ muscarinique n'avait Ã©t signalÃ© jusqu'Ã ce 
jour. 

Sauf pour C. angustissima, C. suaveolens et C. pithyophila, nous avons 
mis en Ã©videnc cette activitÃ muscarinique Ã la fois dans les carpophores 
et les mycÃ©lium en culture pure. 

La comparaison de l'activitÃ muscarinique des carpophores et des cul- 
tures nous a permis de constater que, dans nos conditions expÃ©rimentale : 
- Ã des carpophores toxiques, correspondent presque toujours des 

cultures actives biologiquement (1 3 sur 17). 
- les carpophores les plus riches en substances Ã activitÃ muscarinique 

ne donnent pas toujours les cultures les plus toxiques. 
Donc - nous tenons Ã le souligner - dans les conditions de culture que 

nous leur imposons, la plupart des champignons Ã©tudiÃ (13 sur 17) produi- 
sent des substances actives ; mais cependant il n'y a pas toujours concordance 
entre le taux de toxicitÃ des carpophores et celui des cultures. 

En outre, nous avons notÃ trÃ¨ souvent une diffÃ©renc de toxicitÃ chez 
une mÃªm espÃ¨ce selon la souche considÃ©rÃ© qu'il s'agisse des mycÃ©lium en 
culture pure ou des carpophores. 
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