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Résumeé

L'étude été sensee étre mené sur la qualité microbiologique des terfesses de la wilaya de Ghardara.
Malheureusement, cela n'a pas été possible en raison de la pandémie. Le travail a alors été orienté
vers le reviewing de la culture mycélienne de Terfezia fanfani, réalisé par Dafri (2017) dans le cadre
de sa recherche sur les terfesses des dunes littorales du Nord-Est Algérien, ou I’espéce étudiée a été
récoltée de la région d'El-Tarf caractérisée par ses étages bioclimatiques humides et subhumides

chauds.

Ce travail discute la culture in vitro de Terfezia fanfani sur milieu MMN solide suivant une
méthodologie simple consistant a ensemencer un morceau de la glébe sur le milieu coulé dans des
boites de Pétri. Les boites ensemencées et annotées ont permis le développement du mycélium a des
températures dépassant les 30 °C apres une période comprise entre deux et trois mois. Le myceélium
formé s'étendait sur un diameétre de 2 cm autour des pieces cultivées en apprét, et leur couleur était

assez similaire a la couleur de gléba de Terfezia fanfani mdri.

Mots clés : Terfesse, Microbiologie des terfesses, Terfezia fanfani, Culture in vitro.
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Abstract

The first of the study was to verify the microbiological quality of terfezia species harvested from
Ghardaia. However, because of the Covid-19 pandemic, the subject was changed and the new aim
was to review Terfezia fanfani mycelial culture, realized by Dafri (2017) during the studying of

northeastern Algerian desert truffles.

After the morphological and bimolecular identification of the species, the in vitro culture has been
carried out on MMN medium. The culture has been realized using some little pieces from the gleba
and the fungal mycelia has grown about two to three months after their incubation at more than 30
°C. The formed mycelia extended on a diameter of 2 cm around the primer cultivated pieces, and

their color was quite similar to the colour of matured Terfezia fanfani gleba.

Key words: Desert truffles, Microbiology of desert truffles, Terfezia fanfani, in vitro culture.
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Introduction



Introduction

Entre tubercule végétal et champignon mycorhizien, les terfesses ont depuis 1’antiquité,

impressionné consommateurs et chercheurs, récolteurs et rois, petits et grands a travers le monde.

Elles sont répandues presque partout, spécialement dans la région du bassin méditerranéen, des
zones arides et semi-arides et au Moyen-Orient, d’ou leurs différentes appellations : « Al- Kamma,
Al- fag’a, Bint al Ard ou banat Al-Raad ».

Autrefois classées parmi les végétaux a I’instar de tous les champignons, les terfesses ont, depuis la
parution de la nouvelle classification a cinq régne, pris place parmi les Ascomycetes dans 1’ordre
Pézizales. Ce sont des champignons symbiotiques, mycorhiziens, comestibles et a intéréts

économique et médicinal connus depuis 1’aube des temps.

Les recherches et les études sur ce champignon prosperent d’année en année, et la plupart des
chercheurs s’intéressent a leur description, leur taxonomie, leur bio-écologie, leurs caracteres
biochimiques, leurs effets thérapeutiques et plus récemment encore a leur production
biotechnologique ou a la mycorhization induite dans le but de créer des plans mycorhizés destinés a

la vente.

L’objectif premier qui nous a menées a nous intéresser a ces champignons était 1’étude de la qualité
microbiologique des terfesses, dans le but de répondre a la problématique suivante : « Les terfesses
algériennes, notamment celles de Ghardaia, sont-elles microbiologiquement sans danger pour le
consommateur ? ». En plus de cette questions principale, il était prévu, selon la mesure du possible,
de vérifier également les conditions de cuisson exigées afin d’éliminer toute source de danger
venant de la consommation de ces champignons dans le cas ou les ascocarpes s’averent contaminés

par quelques autres espéces fongiques ou bactériennes.

Cependant, ce but ne put étre parcouru a cause de la pandémie et le nouvel objectif a donc été le
suivant : « Le reviewing de la culture mycélienne in vitro de Terfezia fanfani a partir d’un fragment
de la glébe ». La discussion d’une méthode expérimentale inédite était aussi dans le plan, mais le
respect des droits d’auteur a impos€¢ que cette partie reste cachée en raison du retard de sa
publication pour les mémes causes de la crise sanitaire qui ont au préalable mené au changement de

la trajectoire du travail.
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Chapitre 1 : Revue
bibliographique



1. Présentation des terfesses

Les terfesses désignées sous le terme général de truffes des sables ou truffes du désert sont des
fructifications souterraines trés appréciées. Elles représentent un groupe complexe de champignons
hypogés appartenant aux ascomyceétes et vivant en symbiose avec des plantes-hétes de différentes
familles végétales. Elles ont un aspect arrondi ou irrégulier selon la nature du terrain, et une
structure semblable ; un ascocarpe ou ascome constitué d’une gléba (chair) contenant de petits sacs
appelés asques qui renferment de nombreuses spores. La chair est protégée par une enveloppe rigide
appelée péridium (Guttiérrez et al., 2003 ; Kagan-Zur et Roth-Bejerano, 2008 ; Morte et al., 2009 ;
Navaro-Rodena et al., 2011 ; Bradai et al., 2014 ; Kovacs et Trappe, 2014 ; Dafri et Beddiar,
2017a; Liu et al., 2018).

Ces tubercules miraculeux se développent principalement dans les régions arides et semi-arides, sur
des sols sablonneux, légérement humidifiés par les pluies rares ou les rosées nocturnes de ces zones
désertiques (Guttiérrez et al., 2003 ; Kagan-Zur et Roth-Bejerano, 2008 ; Morte et al., 2009 ;
Navaro-Rodena et al., 2011 ; Bradai et al., 2014; Kovacs et Trappe, 2014 ; Dafri et Beddiar, 2017a ;
Liu et al., 2018). Cependant, le désert n’est pas leur seul habitat. En effet, ces joyaux ont également
été reportés dans les dunes littorales du Nord-Est algérien, ou ils poussent sur sol sablo-limoneux,
appartenant a un étage bioclimatique humide ou sub-humide chaud (Dafri et Beddiar, 2017a ; Daffri
et Beddiar, 2017b).

Il en existe plusieurs genres a savoir : Terfezia, Tirmania, Picoa, Carbomyces, Elderia,
Eremiomyces, kalaharituber, Mattirolomyces, Mycoclelandia, Stouffera Ulurua (Kagan-Zur et
Roth-Bejerano, 2008 ; Morte et al., 2009 ; Navaro-Rodenas et al., 2011 ; Bradai et al., 2014 ;
Kovacs et Trappe, 2014 ; Dafri et Beddiar, 2017a; Dafri et Beddiar, 2017b ; Liu et al., 2018),

notant que les trois premiers peuvent étre considérés comme les plus célébres a travers le monde.

2. Historique des terfesses

Les terfesses étaient déja connues et consommées depuis la haute antiquité par les grecs et les
romains. Selon certains historiens, leurs premieres apparitions remontent a I'époque
mésopotamienne. Leurs origines étaient un mystere qui tourmentait plusieurs auteurs. Le plus
ancien auteur qui a parlé des truffes, serait le philosophe grec Théophraste (287-372) qui
s'intéressait aux mécanismes de vie de celles-ci et en avait découvert I'essentiel. 1l a affirmé que leur

formation a besoin de semences, et a également invoqué une partie de leur écologie dans son
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passage : « Les truffes sont des végétaux engendrés par les pluies d'automne accompagnees de

coups de tonnerre » (Morte et al., 2000).

Outre les recherches de Théophraste, les grecs qui s’intéressaient tant a la terfesse ont assez bien
exploré son environnement. Cela leur a permis de mettre en évidence la présence d’une plante
accompagnatrice des terfesses appartenant a la famille Cistaceae, a laquelle ils ont donné le nom «
Hydnophyllon » (Hall et al., 2008).

Par ailleurs, les terfesses étaient depuis longtemps connues dans plusieurs pays arabes. Elles étaient
récoltées dans le désert syrien par les Amorites et les Sumériens, et étaient servies dans les banquets
royaux des Pharaons de I’Egypte ancienne plus de 3000 ans avant Jésus-Christ (Shavit, 2008 ;
Trappe et al., 2008 ; Loizides et al., 2011).

La civilisation islamique a son tour témoigne non seulement de la présence mais aussi de
I’utilisation des truffes. Leur présence était déja mentionnée dans le Quran sous le nom de «manne»

(=) en arabe, qu’Allah a envoyé au peuple israélien :

c4da s ) a5 sl 5 el aSale Ul 355 el shall il oSline )55 oS sae (o Sl 38 i) sl i Ly oot ) J
£803 4V

iz
Tandis que leur utilisation était mentionnée par le prophete Mohammed (ﬁ) qui a expliqué que

I’extrait de la truffe est un remede pour les yeux. Ce role thérapeutique a était invoqué dans son

Hadith :
(W) 8 A b el e Gy deal da g Al ol 5 Ll elad W sle s Gall (e LSy

Bien plus récemment, Tulasne et Tulasne en 1851 ont créé le genre Terfezia et ont regroupés toutes
les truffes du désert sous le nom de Terfezia leonis Tul (Tulasne et Tulasne, 1851). Quelques années
plus tard, Chatin en 1891, a décrit plusieurs variétés de Terfezia et a baptisé le genre Tirmania.
Quelques années apres, en 1906 Maire a découvert et décrit dans la littérature plusieurs nouvelles
especes trouvées en Algérie dont Tirmania pinoyi et Terfezia claveryi. Avant lui, Patouillard (entre
1894 et 1899) avait aussi découvert plusieurs especes. Depuis, les découvertes se sont poursuivies
jusqu’a nos jours et les découvertes ne cessent toujours pas (Loizides et al., 2011 ; Kovacs et

Trappe, 2014).
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3. Propriétés morpho-anatomiques des terfesses

Depuis I’extérieur vers I’intérieur, 1’ascocarpe ou corps fructifére des terfesses est constitué de

plusieurs parties a savoir : le péridium, la glebe, les asques et les ascospores (Fig. 1).

Fig. 1 Morpho-anatomie générale des terfesses
(Photos de Terfezia arenaria récoltée au printemps 2012 des dunes littorales du Nord-Est algérien)
a : ascocarpe, b : coupe transversale au niveau d’un ascocarpe montrant le péridium (P) et la glébe (G), ¢ : asque
renfermant des ascospores (S), d : coupe fine de I’ascome observée en MP, montrant de I’extérieur vers I’intérieur : le

péridium, la glebe et les ascospores.
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3.1 L’ascocarpe

L’ascocarpe est le nom scientifique que 1’on attribue au corps de la truffe elle-méme. Pour les
terfesses, ces corps fructiferes ou ascocarpes sont de formes variables: globuleux, ovoides,
piriforme ou ellipsoides, mais toujours bossus et irréguliers. Leur poids est aussi variable, il va de
1g jusqu’a plusieurs centaines de grammes pour les plus gros (Sawaya et al., 1985 ; Benicivenga et
Urbani, 1996 ; Jamali et Banihashemi, 2012).

3.2 Le Péridium

Le péridium est une structure résistante qui assure la protection de la glebe. Il est constitué d’hyphes
a cytoplasme dégeénéré et aussi a parois épaisses et melanisées. Il peut manifester diverses
structures, consistance et couleurs ; depuis le blanc, jaune, brun clair ou foncé, et jusqu’au brun noir
(Alsheikh, 1994 ; Callot, 1999 ; Khabar et al., 2001 ; Ricard, 2003).

3.3 La Gléba

Les hyphes internes de l'ascocarpe forment la chair ou «glébe » qui est composée de poches
fertiles, entourées de veines stériles plus ou moins visibles selon leur épaisseur. Elle a une texture
spongieuse ou solide et une couleur variable du blanc au jaune, marron clair ou foncé, selon les
especes et le stade de développement (Moreno et al.,, 2000 ; Khabar et al., 2001 ; Agnello et
Kaounas, 2011).

3.4 Les asques

Les asques sont les structures caractéristiques des ascomycétes. Ce sont des sortes de sac a spores,
de taille microscopique. Ils sont souvent hyalins, parfois pédicellés, de forme variables : globuleuse,

subglobuleuse ou ovoide (Moreno et al., 2000 ; Khabar et al., 2001 ; Agnello et Kaounas, 2011).

3.5 Les ascospores

Les ascospores sont les cellules reproductrices des ascomyceétes. Elles permettent la multiplication
et la dissémination de ces champignons. Chez les terfesses, les ascospores sont regroupées par deux,
quatre, six ou pour la majorité des especes huit ascospores par asque. Leur forme et globuleuse,
subglobuleuse ou elliptique, et leur couleur hyaline, jaunatre ou brune. Leur surface est lisse ou
ornementée de verrues tronquées ou arrondies ou d’épines (Chatin, 1896a ; Laessoe et Hansen,
2007).
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4. Taxonomie des terfesses

La classification des terfesses comme celle de tous les autres étres vivants était autrefois basée sur
les caractéristiques morphologiques, macro et microscopiques. Cependant, avec le développement
du génie génétique, la classification de ces champignons, tous comme le reste de la taxonomie du

monde vivant a pris une autre route ; celle de la phylogénie basée sur 1’étude du génome.

Selon la taxonomie actuelle, les terfesses appartiennent au regne «Fungi» ou regne des
champignons. Elles sont placées dans la classe Ascomycotina et 1’ordre Pezizales. Elles sont

distribuées sur plusieurs familles, comportant chacune plusieurs genre et especes (Fig. 2).

Fungi
L (Champignons)

Gymnomycota Mastigomycota Amastigomycota Deuteromycota

L (Champignons-animaux) (Champignons-algues) { (Champignons vrais) (Champignons imparfaits)

L

Zygomycotina Ascomycotina Basidiomycotina

\ \ L

Hymenozscomycetes

H t
emyascomycetes L T

{ Plectomycetes

Pezizomycetidae

(Discomycetes) Erysiphomycetidae

" ! \
1
| |
Pezizales Leotiales
L LS
]
| | | 1
Pezizaceae Tuberaceae Pyronemataceae Helvellaceae
- Terfezia - Tuber .
- Picoa
- Tirmania - Reddelomyces - Balsamia...
- Phaeangium...
L- Mattirolomyces... L Choiromyces... L

Fig. 2 Position taxonomique et classification de la terfesse
(Boucher, 1999 ; In Dafri, 2012)
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5. Cycle biologique

Comme tous les étres vivants, les terfesses se reproduisent afin d’assurer leur pérennité. Cette
reproduction passe par des étapes qui constituent le cycle biologique de ces champignons. Selon
Roth-Bejerano et al., 2004 et Kagan-Zur et al., 2008, Ce cycle peut se résumer dans les étapes

suivantes :

5.1 La germination

Si nous partons d’une spore mature, la germination serait la premicre étape du cycle biologique des
terfesses. Dans cette étape la spore mature émet un tube germinatif qui s’allonge en un mycélium
primaire homocaryotique se développant dans le sol prés des racines des plantes hétes. Cette
germination se fait dans des conditions de température et de pluie (automnales) bien adéquates.

Apres cette étape, le mycélium peut entreprendre deux voies différentes (Fig. 3) :

5.2 La voie sexuée

Cette voie commence par ce qu’on appelle la « plasmogamie ». C’est la fusion de deux mycéliums
homocaryotiques (n) qui donne un mycélium hétérocaryotique (n + n). Une fois formé, Ce
mycélium hétérocaryotique entre en symbiose avec les racines de I’hdte établissant ainsi la relation

mycorhizienne qui constitue une phase incontournable de ce cycle biologigue.

5.3 La voie végétative

En D’absence de la plasmogamie, le mycélium homocaryotique passe directement a la
mycorhization. Il se développe et forme un réseau d’hyphe avant plasmogamie. Cette étape qui était

premiere dans la voie sexuée, s’effectue aprés mycorhization dans la voie dite végétative.

5.4 L’évolution de I'ascocarpe

Dans cette étape, les hyphes hétérocaryotiques binucléées en provenance des racines mycorhizees
s’enroulent et donnent un petit corps qu’on appelle « primordium ». Le développement de ce
primordium aboutit dans les conditions adéquates au corps fructifére de la terfesse mature avec tous
ses constituants (depuis le péridium qui I’entoure et la protége, a la glébe qui contient les asques qui
regroupent les ascospores). A la fin du cycle, les terfesses restées dans le sol dégénérent et libérent
leur contenu en spore. Ces derniéres se disseminent par plusieurs moyens, notamment le vent, 1’eau,
et les animaux. Une fois les conditions redevenues favorables, ses spores germent a leur tour et le

cycle recommence.
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Ecologie des terfesses

6.1 Conditions climatiques

Les terfesses n’occupent pas une région définis, elles se trouvent sur tous les continents. Cette
distribution dépend des facteurs écologiques indispensables : le sol, le climat, et les plantes hotes
différents d’une région a I’autre. En effet, les sols ou elles poussent sont variés et peuvent étre :
sableux, gypseux, graveleux-gypseux ou sablo-limoneux. Généralement bien aérés, a pH acide,

basique ou neutre, riches en calcaire et pauvres en phosphore (Kermani 2013).

Concernant le climat qui constitue le facteur principal et influence directement la production, les
terfesses poussent dans les régions ou la pluviométrie annuelle va de 50 a 380 mm (Morte et al.,
2008). Elles ne supportent pas les périodes de sécheresse et de froid prolongées (Callot, 1999). Par
ailleurs, Callot (1999) a confirmé que pour une bonne année de production, la température du sol
doit dépasser les 50°C vers la fin Avril et les 23°C de Juin a Septembre, et que les bonnes années de
récolte dépendent d’une année chaude et humide avec une période de sécheresse précise et de

bonnes pluies automnales.

Les terfesses s’associent avec des plantes symbiotiques de la famille Cistaceae, appartenant surtout
au genre Helianthemum (Fig. 4), mais aussi a des cistes, des chénes, des pins, et bien d’autres
especes, telles: Artemisia herba alba (Armoise blanche), Plantago albicans (Plantain
blanchissant), Robinia pseudoacacia (Robinier faux acacia), Citrullus vulgaris (Melon d'eau-
Pasteque), Kobresia bellardii (Cobrésia queue-de-souris), Acacia sp, voir méme avec Stipagrostis
sp exclusivement en Afrique du Sud (Malengon, 1973 ; Janex-Favre et al., 1988 ; Chatin, 1891 ;
Moreno et al., 2000, 2002 ; Diez et al., 2002 ; Comandini et al., 2006 ; Kagan-Zur et Roth-
Bejerano, 2008 ; Kovacs et al., 2011 ; Roth-Bejerano et al., 2014). Selon Chatin (1869), elles

peuvent s’associer méme au cédre du Liban (Cedrus libani).
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Fig. 4 Plantes hotes des terfesses

a, b : Helianthemum ledifolium, c : Cistus albidus, d : Cistus salviifolius, e : Cistus ladanifer, f : Cistus monspeliensis, g : Artemisia alba, h : Plantago
albicans, i : Kobresia bellardi.(Site web 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9).



6.2 Aire de répartition

Selon Salterelli et al. (2008), la répartition géographique des terfesses differe malgré la similitude
des propriétés écologiques.

Bien que leur nom “truffe du désert " suggére qu’elles sont purement désertiques, elles occupent la
région du bassin méditerranéen des zones arides et semi-arides. Elles sont présentent sur les deux
rives de la méditerranée, en Europe du Sud (Portugal, Espagne, France, Italie et Hongrie), et en
Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie, Lybie,...). Aussi bien qu’en Afrique du Sud, Botswana,
Namibie, et les Iles Caraibes... De 1’Ouest a I’Est du globe, on les trouve dans plusieurs régions
depuis les USA jusqu’en Chine (Janex-Favre et al., 1988 ; EI-Kholy, 1989 ; Gucin et Dulger, 1997 ;
Laxrynowicz et al., 1997 ; Moreno et al, 2000 ; Callot, 1999).

Les espéces les plus répandues en Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie, Lybie, Egypte) sont :
Terfezia boudieri, Tirmania nivea, Tirmania pinoyi, Picoa carthusiana (en Tunisie), et le genre
Delastria (au Maroc). Ces régions sont caractérisées par des températures moyennes qui oscillent
entre 14 et 18°C de Mars a Mai, une pluviométrie automnale bien répartie d’Octobre & Mars et se
situe entre 40 et 60 mm, descendant & 15 mm en mois de Mars (Malencon,1973 ; Chevalier et
al.,1984 ; Khabar et al., 1994 ; Pegler 2002 ; Chevalier et al.,1984 , 2004 ; Khabar et al., 2001 ;
Khabar, 2005 ; Slama et al., 2006 ; Bradai, 2014 ; Dafri et Beddiar, 2017).

Pour une saison de bon rendements a terfesses en Europe du Sud, une pluviométrie de 100 a 350
mm est requise, notant que les premiéres pluies doivent commencer avant le début du mois
d’Octobre (Morte et al., 2008). Les espéces les plus répandues dans ces régions sont : Terfezia
claveryi, Terfezia boudieri, Terfezia leptoderma, Terfezia olbiensis et Terfezia arenaria (Donadini,
1979 ; Trappe, 1979 ; Dexheimer et al.,1985 ; Janex-Favre et al., 1988 ; Alsheikh ,1994 ;
Montecchi et Sarasini 2000 ; Diez et Manjon, 2002).

Les terfesses poussent également dans Le Moyen-Orient ou le climat est continental avec des étés
secs et hivers humides, des précipitations annuelles oscillent entre 300 et 600 mm dans les régions
semi-arides relativement humides, et entre 50 et 250 mm dans les régions arides. Les espéces les
plus répandues en Turquie, Syrie et Liban sont : Picoa juniperi, Picoa lefebvrei, Tirmania pinoyi,
Tirmania nivea, Terfezia arenaria, Terfezia boudieri, Terfezia claveryi, Terfezia leptoderma.
L’Arabie Saoudite, Bahrein, Kuwait, Qatar quant a eux, sont plus connus par Tirmania nivea
nomme “AL-Zubaidi“, Terfezia claveryi et Terfezia boudieri appelées “Ikhlasi®, ainsi que Picoa
lefebvrei, Tirmania nivea et Tirmania pinoyi (Awameh et Al-Sheikh, 1986 ; Mandel et Al-Laith,
2007 ; Kagan-Zur et AKyuz, 2014).
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7. Les terfesses en Algérie

Les terfesses algériennes se développent sous des climats variés selon les régions, et forment leurs
mycorhizes avec des plantes symbiotiques diverses souvent des cistacées du genre Helianthemum, a
savoir : Helianthemum guttatum, H. salicifolium, et H. Lippii (Fig. 5) (Fortas, 1990 ; Ozenda, 1991 ;
Fortas et Chevalier, 1992a ; Diez et al., 2002 ; Bradai et al., 2014a ; Dafri et Beddiar, 2017).
Concernant 1’affinité pédologique, les terfesses en Algérie poussent sur sols sablonneux, sablo-
argileux limoneux ou sablo-limoneux, a pH alcalin, calcaire pauvre en matiere organique et en
phosphore, et riche en potassium et en magnésium (Fortas, 1990, 2004 ; Aibeche, 2008 ; Zitouni,
2010 ; Mokaddem, 2013 ; Aroui, 2013 ; Bendahou, 2013 ; Roukby, 2013 ; Dafri et Beddiar, 2017).

Les terres algériennes regorgent de ces champignons répartis dans plusieurs régions, a savoir :

e Les régions sahariennes : Caractérisé par leur climat sec, ses régions abritent plusieurs
espéces dont : T. boudieri plus répandue a El-Guerrara et EI-Goléa a Ghardaia, T. arenaria a
Touggourt et Bir Seba a Ouargla, Tirmania nivea a Oued el Righ et a Bechar, T. claveryi et
T. pinoyi a Béni Abbés (Zitouni, 2016).

e Les régions semi-arides et steppiques : On y récolte surtout les espéces suivantes : Terferzia
boudieri, T. claveryi, Picoa lefebrevei, Tirmania nivea et T. pinoyi; distribuées dans
plusieurs zones a savoir : Ain-Sefra et Ben-Zireg a Naama, El-Kheiter et Sidi Khelifa a El-
Bayadh, Laghouat, Djelfa, Bousaada, M’sila, Biskra, Barika et Hodna a Batna (Zitouni,
2016).

e La région nord-ouest ou la pluviométrie annuelle moyenne est de 1’ordre de 250 a 500 mm
avec notamment : T. claveryi abondante a Tlemcen dans El-Aricha, Relizane a Oued Rhiou,
Oran et Mostaganem, et T. boudieri & Ain-Temouchent (Zitouni, 2016).

e Les dunes littorales du nord-est algérien abritant plusieurs espéces dont trois ont pu étre
identifiées. Il s’agit de : Terfezia arenaria, Tuber gennadii citée pour la premiere fois en
Algérie par Dafri (2012), et Terfezia fanfani également citée pour la premiére fois en
Algérie par Dafri (2017) (Dafri, 2012 ; Dafri, 2017 ; Dafri et Beddiar, 2017 ; Liu et al.,
2018). Cette région est la zone d’étude d’ou I’espece présentement étudiée a été récoltée, de

ce fait, sa description est détaillée dans le chapitre suivant.

25

——
| —



Fig. 5 Plantes hotes des terfesses en Algérie

a — e: Tuberaria guttata du nord-est algérien (Dafri et Beddiar, 2017), f: Helianthemum lippii (Site
web 10), g: Helianthemum salicifolium (Site web 11).
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8. Propriétés des terfesses

Les truffes sont les champignons les plus chers au monde parmi tous les autres champignons. C’est
un aliment précieux a cause de sa valeur nutritionnelle et ses potentiels bénéfices pour la santé, d’ou
son importance économique réputée (Ahmed et al., 1981 ; Sawaya et al., 1985 ; Bokhary et Parvez,
1993 ; Wang et Marcone, 2011; Hamza et al., 2013).

8.1 Valeur nutritionnelle

La matiére seche des terfesses est constituée de 20 a 27 % de protéines, 3 a 7.5 % de lipides (acides

gras saturés et insaturés), 7 a 13 % de fibres et environ 60 % de glucide (Kagan-Zur et al., 2008).

Salterelli et al. (2008) ont montré que leur gout et leur haute valeur commerciale sont dus a leurs
propriétés organoleptiques caractéristiques qui leur offrent également une valeur nutritionnelle

diététique significative (Murcia et al., 2002).

Elles peuvent étre dégustes seules et sont consommeées depuis longtemps crues, bouillies ou grillées
(Trappe et al, 2008 ; Al-Laith, 2009).

Ahmed et al. (1981) ont désigné que 100g de I'ascocarpe de Terfezia boudieri renferment les acides
aminés suivants: leucine 1.11 g, thréonine 1.10 g, proline 0.98 g, acide glutamique 2.25 g, acide
aspartique 1.56 g, valine 0.84 g, isoleucine 0.75 g, alanine 1.11 g, méthionine 0.33 g, phénylalanine
0.67 g, lysine 0.56 g, glycine 0.77 g, sérine 0.94 g, tyrosine 0.50 g, arginine 0.44 g, histidine 0.34
g, cystine 0.28 g.

Murcia et al., (2003) ont reporté que le genre Picoa présente une différence remarquable dans les
valeurs des lipides et glucides par rapport aux genres Terfezia et Tirmania (36.66 % de glucides,
19.94 % de lipides, 22.54 % de protéines, 13.04 % de fibres). Les espéces du genre Picoa semblent
étre relativement plus riches en lipides et moins riches en glucides que les espéces des deux autres

genres.

Ces résultats et beaucoup d’autres ont confirmé que les caractéristiques alimentaires des ascocarpes
de terfesse changent d'une espéce a une autre selon le type du sol, les facteurs climatiques, la région

de récolte, le stade de maturation et le temps (Dahham et al., 2016 ; Hussain et Al-Rugaie, 1999).
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8.2 Intérét thérapeutique et activité biologique

Bradai (2014), a invoqué que la célébrité des terfesses n’est pas seulement due a son gout délicieux
et sa valeur nutritionnelle importante, mais aussi a ses propriétés thérapeutiques qui constituent un

trésor naturel.

Ces tubercules miraculeux sont utilises comme traitement oculaire depuis longtemps par les
nomades du désert d’Afrique du Nord et du Moyen-Orient (Mondaville, 2011 ; Volpato et al, 2013 ;
Shavit et Shavit , 2014).

Leur role dans le traitement des yeux est évoqué par celui qui n’a pas prononcé de fantaisie notre

iz
prophéte Mohammed(%) dans son hadith déja cité plus haut :
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Des travaux qui ont été effectués sur les extraits aqueux des genres Terfezia et Tirmania donnent
des résultats positifs quant a ’empéchement de la croissance bactérienne (a 1’exception des
bactéries lactiques a effet probiotiques (Saddiq et al, 2015)). lls ont aussi des effets sur les levures
et dans quelque cas les champignons filamenteux, et sont efficaces contre la croissance de

Chlamydia trachomatis responsable de la maladie du trachome (Al-Marzouky, 1981).

Plusieurs études ont été menées par plusieurs chercheurs qui pensent que les terfesses sont
bénéfiques pour la santé humaine. Elles ont une activité enzymatique et une activité anti-oxydante
importantes (Pirez-Gilabert, 2005 ; Al-Laith, 2010).

Elles présentent une source illimitée de composés anti-inflammatoires, antimutagenes et anti-
cancérigénes. Volpato et al. (2013) ont démontré qu’elles sont utilisées pour traiter les rhumes,
I’arthrite, les rhumatismes et les affections respiratoires (Hansan et al., 1989 ; Gao et al., 2001 ; Al-
Laith, 2010 ; Makewey, 2015 ; Dahham et al., 2016).

Elles sont aussi recommandées par le physicien Ibn-Sina (Avicenne) depuis le 11 ®me sigcle aux
malades atteints de faiblesse, de vomissements, ainsi que pour la cicatrisation des blessures (Shavit,

2008).

Cependant, malgré leur richesse en molécules bioactives et leurs bienfaits cutanés, elles ne sont pas

exploitées dans I’industrie pharmaceutiques (Al-Laith, 2010).
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Chapitre 2 :
Etude

Expérimentale

Explication™

Avant d’entamer ce chapitre, il
est primordial d’expliquer que la partie
expérimentale prévue dans le cadre de
cette initiation a la recherche en vue
de l'obtention du dipléme de master,
n’a pu étre réalisée a cause de la
pandémie qui a imposé  un
confinement de plusieurs mois, suite
auquel la saison d’échantillonnage
(ayant lieu au printemps) a été ratée
malgré 'organisation préalable avec la
direction des forets de la wilaya de
Ghardaia. La date limite du
confinement n’était pas claire et aucun
autre travail expérimental n’était
envisageable surtout que le premier
chapitre de la revue bibliographique
sur les terfesses était déja rédigé et en
phase de correction. Ces conditions
exceptionnelles ont donc menée a une
orientation exceptionnelle du travail.
En effet, I'étudie expérimentale de la
qualité microbiologique et alimentaire
des terfesses de la wilaya de Ghardaia
n’a pu avoir lieu, et a été remplacée
par un reviewing et une discussion
d’'une partie de travail réalisée

antérieurement par Dafri (2017) sur les

Vs

terfesses du nord-est algérien.




1. Zone d’étude

La superficie des cotes sableuses algériennes atteint les 99.000 hectares allongés sur une longueur
de 197 Kilomeétres. 75 % de ces cOtes dunaires se trouvent dans leur partie orientale (Boussouak,
1999) qui abritent la zone d’étude du présent travail (Fig. 6), localisée dans la wilaya d’El-Tarf a
I’extréme nord-est du pays et contenant plusieurs sites d’études choisis d’aprés plusieurs critéres
notamment 1’abondance du partenaire symbiotique (Dafri, 2017). Cette région est connue par sa
richesse faunistique et floristique, surtout au niveau du Parc National d’El-Kala (PNEK) crée en

1983 et reconnu comme réserve de la biosphére par L’'UNESCO en 1990.

Ce cordon dunaire présente un climat méditerranéen avec quatre variétés d’étages bioclimatiques
dont 1’étage bioclimatique subhumide chaud et 1’étage bioclimatique humide chaud qui

caractérisent les sites d’étude a la base du présent travail.

Elevée durant toute I’année, I’humidité relative de ces sites va de 72.1 & 76.2 %. Les températures
moyennes varient entre 8 et 29.7 °C, avec une moyenne annuelle de 17.9 °C et une amplitude de
6.75 °C (Bentouili, 2007). Les précipitations moyennes sont concentrées en automne, hiver et
printemps, janvier étant le mois le plus pluvieux de I’année. La saison séche dure entre quatre et six

mois de la mi-mai a la mi-septembre (Benslama et al., 2010).
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MER MEDITERRANEE

LEGENDE
@ Sites aux espéces identifiées
VW Sites aux espéces non identifiées
W Sites potentiels

@V Nouveaux sites

— Route nationale
- Chemin de Wilaya

SOUK-AHRAS

Fig. 6 Localisation des sites a terfesses dans la région du nord-est algérien
(Dafri, 2017)
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2. Materiel biologique

2.1 Echantillonnage d’ascocarpe

D’apres Dafri (2017), les récolteurs des terfesses dans la région d’étude se référent a plusieurs
indices pour le repérage de 1’endroit de 1’ascocarpe, a savoir : les craquelures ou le gonflement du
sol, I’abondance de la plante hote et/ou la terre trés meuble a I’endroit de présence de I’ascocarpe.
Dans le cas de Terfezia arenaria, le corps fructifere effleure parfois le sol et ne nécessite plus

qu’une bonne vision pour le repérer.

2.2 Identification de I'’espéce

2.2.1 Identification morpho-anatomique

C’est une identification macromoléculaire basée sur les critéres morphologique étant
principalement : la couleur et la forme du péridium, la couleur et I’aspect de la glébe, la couleur et
la forme des asques et ascospores ; ainsi que le nombre des ascospores a I’intérieur des asques. Un
autre critére important est aussi a prendre en considération. Il s’agit de la taille des spores et des

asques estimée par la taille moyenne de cent spore ou asques.

Les résultats de cette analyse macro et microscopique sont comparés aux descriptions données pour
chaque espece, par plusieurs chercheurs afin de prédire 1’espéce (ou pour le moins le genre) de

I’échantillon en main. Cependant, la confirmation est obtenue par I’analyse biomoléculaire.

2.2.2 Identification biomoléculaire

L’identification biomoléculaire des espeéces a ¢été basée sur I’amplification du support de
I’information génétique (ADN) de I’échantillon récolté en utilisant la réaction de polymérisation en
chaine (Polymerase chain reaction PCR). Aprés vérification de 1’aboutissement de 1’amplification
par électrophorése sur gel, les échantillons amplifiés sont envoyés au séquencage et 1’identification
des especes se fait par comparaison des séquences des especes en cours d’étude a celles présentent
sur la banque de géne NCBI. La phase finale dans ce processus est 1’¢laboration de 1’arbre

génealogique qui permet de donner de plus amples renseignements sur la phylogénie de 1’espece.

3. Culture mycélienne

La culture mycélienne des terfesses est I’une des manipulations les plus redoutables dans les

travaux de recherche sur ce champignon. Cette culture, comme toute autre d’ailleurs exige des
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conditions de travail extrémement stériles. Elle est realisee sur milieu MMN (Modified Melin-

Norkrans ; Marx 1969) a pH acide (de valeur variable selon les especes). Elle passe par les étapes

suivantes :

Stériliser la surface des ascocarpes a 1’alcool aprés un bon lavage a 1’eau.

Sous la hotte, ouvrir I’ascocarpe suivant la fente naturelle (si existante), sinon en provoquant

une légére Iésion & leur surface a I’aide d’une lame stérile. Afin d’éviter de transporter les

contaminants de la surface a I’intérieur de I’ascocarpe, il faut absolument éviter d’enfoncer

la lame dans la profondeur de la glébe ou de toucher cette derniére avec les doigts aussi

stériles soient-ils.

Prélever un fragment de la glébe, d’une taille d’environ 4 a 5 mm? et le placé (légérement

enfoncé) sur le milieu gélosé préalablement coulé dans les boites de Pétri.

A la fin de chaque culture, la boite doit étre hermétiquement fermée (a 1’aide du parafilm) et

toutes les annotations nécessaires notamment la date et 1’espéce, doivent y étre prescrites

avant étuvage entre 25 et 30 °C.

% Il est & noter que la continuité de cette culture ne peut étre dévoilée sur cet écrit, du fait
que la communication dévoilant la manip en question a été reportée a cause de la

pandémie et ’article la décrivant n’a pas encore été publié.
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Chapitre 3 : Résultats et
discussion



1. Présentation de ’espéce étudiée

L’espéce dont la culture mycélienne est a discuter dans ce travail est le Terfezia fanfani (Mattirolo)
1900, citée pour la premiere fois en Algerie, spécialement dans les dunes littorales du nord-est du
pays, par Dafri (2017) dans le cadre d’une recherche initiée en 2012 sur les terfesses de cette région
(Dafri, 2017 ; Liu et al., 2018).

Cette espéce est caractérisée par des ascocarpes souvent fermes, inodores et globuleux, d’environ 2
a5 cm de diamétre.

Le péridium est épais, parfois légerement rugueux, le plus souvent lisse, et inséparable de la glebe.
Sa couleur est brune rouge tachetée de noire, s’assombrissant d’avantage a maturité.

Dans les ascocarpes matures, la glébe présente des ilots fertiles de couleur vert-olive (Fig. 7),

séparés par des veines stériles blanches.

Fig. 7 Terfezia fanfani (Mattirolo) 1900.
a : péridium, b : glébe avec des ilots fertiles vert olive séparés de veines stériles blanches, ¢ : asque contenant 8
ascospores, d : ascospore mature ornementée d’épines et laissant voir une immense granule lipidique. Echelle barres [a,

b] =1 cm, [c] =20 pum, [d] = 10 pm (Dafri, 2017).
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Les asques sont plutdt ovoides, sessiles (non pédicellés). Leur taille varie de 70 a 80 x 50 a 77 um

de diamétre. lls contiennent généralement 8 ascospores.

Les ascospores de ’espéce sont sphériques, ornementées d’épines de 1um de large a la base. Leur
diamétre est d’environ 19-23(25) um.

Cette espéece a longtemps été confondue avec Terfezia leptoderma par plusieurs chercheurs
(Chevalier, 2014 ; Khabar, 2014), et c’est probablement la cause pour laquelle sa citation dans
certaines régions a été retardée. Suite a cela, la confirmation de 1’identité de 1’espéce ne pouvait se
baser simplement sur les caractéres morphologiques, et 1’analyse moléculaire fut une nécessité.
Cette analyse a bel et bien approuvé qu’il s’agisse de Terfeiza fanfani et a confirmé que ses
similitudes morpho anatomiques avec les spécimens récoltés d’Espagne et décrits par Bordallo et al.
(2013) n’est pas le simple fait du hasard. Les séquences des deux espéces se sont révélées proches
aussi bien par la méthode du maximum de parcimonie (MP) que par la méthode du « Neighbor
Joining » (NJ) (Fig. 8) (Liu et al., 2018).

2. Culture mycelienne de Terfezia fanfani

La culture mycélienne de T. fanfani in vitro a partir d’un petit fragment de la glébe a abouti. Cette
culture réalisée dans des conditions stériles n’a pas montré de contaminations. Au contraire, les

boites étaient pures et le mycélium de 1’espéce était bien visible.

Ce mycélium d’abord de couleur blanche, vire au vert-olive aprés quelque temps, rappelant ainsi la
couleur de la glébe des ascocarpes matures de 1’espéce (Fig. 9). Dans un premier temps, ce
mycélium s’étend sur une couche de 2 centimetres de diametre autour du fragment de la glebe
ensemencé. Par le temps, ce diametre se prolonge légérement, et une seconde couche de filaments

se superpose a la premieére.

Lors de la premiére culture sur milieu gélosé, le développement du mycélium requiert deux a trois
mois a des températures environnant les 35 °C. Cette température n’était pas prévue dans le
protocole expérimental. Les boites étaient a la base placées dans une étuve réglée a 25 °C pour
certaines et une étuve réglée a 30 °C pour d’autres. Ces deux températures sur une période de plus
d’un mois n’avaient donné aucun résultat. Les boites étaient donc placées hors étuve, dans un
rangement prés d’une source de chaleur, ou les températures environnent les 35 °C. C’est alors que

le mycélium s’est développé et que les températures nécessaires a son développement furent notées.
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Fig. 8 Arbre phylogénétique de Terfezia fanfani avec d'autres espéces de terfesses
L’arbre est basé sur le maximum de parcimonie (MP) et le Neighbor joining des séquences ITS (Liu

etal., 2018).




Fig. 9 Culture mycelienne de Terfezia fanfani

a, b : prolifération du champignon sur le milieu gélosé [a : x 10, b : x 37,5], ¢ : aspect général du
mycélium [x 400], d : photo montrant le mycelium cloisonné (les fleches jaunes indiquent les
segmentations) et une spore germée (sg) ayant multiplié son volume et émis, son tube germinatif
(indiqué par la fleche blanche) [x 800] (Dafri, 2017).

Lors du deuxieme repiquage dans les mémes conditions et de la méme maniere, le temps nécessaire
au développement du mycélium était le méme. Cependant, ce temps a pu étre raccourci par une
méthode expérimentale qui rappelle le principe de travail des fermentateurs dédiés a la production
de grande quantité de mycélium fongique dans le but de la production des plans mycorhizés (Morte
et al., 2008).

La culture mycélienne des terfesses a été tentée par quelques chercheurs et a généralement porté sur
le genre Terfezia (Awameh et Alsheikh, 1980 ; Fortas et Chevalier, 1992b ; Morte et Honrubia,
1994 ; Gutiérrez et al., 1995 ; Bouziani et al., 2006). D’aprés ces auteurs, les cultures réussies sont
généralement des cultures directes de spores préalablement traitées. Celles des fragments de la

glebe ne sont pas suffisamment mentionnées, et leur aboutissement n’est pas réputé dans les

[ =)



différents articles traitant ce sujet. Toutefois, aucune étude n’a discuté la culture de Terfezia fanfani,
et le travail de Dafri (2017) se réserve ce scoop jusqu’a preuve du contraire. Ceci est |‘une des
raisons derriere le choix du reviewing de ce travail précisément dans le présent mémoire.
Néanmoins, le présent travail visait au départ, non seulement de rappeler la méthode de culture,
mais aussi et surtout de discuter la méthode expérimentale simple qui a permis de raccourcir le
temps de développement du mycélium dans les repiquages ultérieurs. Cependant, la pandémie qui a
retardée les événements scientifiques a voulu que les droits restent réservés a 1’auteur jusqu’a

publication du short note ou de la communication en question.

Par ailleurs, il est a noter que les publications sur les cultures mycéliennes des terfesses sont
beaucoup moindres que celles réalisées sur les truffes du genre Tuber. Ces cultures qui paraissent
pourtant simples et faciles a réaliser, sont en réalité assez redoutables, notamment a cause des
contaminations qui envahissent les boites et empéchent la prolifération du mycelium de ’espéce
cultivée, notamment dans le cas de Terfezia arenaria. C’est la raison pour laquelle les chercheurs
optent pour la culture directe des spores prétraitées tel qu’expliquer la-haut (Awameh et Alsheikh,
1980 ; Fortas et Chevalier, 1992b ; Morte et Honrubia, 1994 ; Gutiérrez et al., 1995 ; Bouziani et
al., 2006). Ces contaminations récurrentes lors de la culture des fragments de la glébe sur milieu
gélosé, mémes en conditions d’aseptise totale, laissent penser a une provenance endogéne des
contaminants. Cette question posée par Dafri en 2017 et proposée dans les perspectives a la fin de
sa these, allait étre la problématique de ce mémoire de master et sa matiére de recherche avant que
la crise sanitaire n’intervienne. La question reste donc posée, et la réponse attend le moment propice

pour dévoiler ses mystéres.
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Conclusion et perspectives

A D’essor de ce travail et avant que la pandémie du Covid-19 n’impose ses lois exceptionnelles au
monde, I’objectif de ce travail de recherche était d’étudier la qualité microbiologique des terfesses
de la wilaya de Ghardaia et de mettre le point sur les causes des contaminations récurrentes dans les
cultures mycéliennes a partir des fragments de la glébe. Cela n’étant plus possible avec le
confinement, la recherche a obligatoirement di s’orienter vers le reviewing d’un travail déja réalisé,
car aucune manipulation n’était possible, surtout que 1’échantillonnage lui-méme dépendait de la
direction des forets et n’a pu avoir lieu des lors que la distanciation sociale et le service minimum

ont pris place.

Ainsi, ’objectif qui a été maintenu en fin de compte, est celui de discuter la culture mycélienne de
Terfezia fanfani ; Une espece citée pour la premiere fois en Algérie en 2017, par Dafri (Dafri,
2017 ; Liu et al., 2018).

Apreés identification morpho-anatomique et moléculaire, la culture de I’espéce a été réalisée a partir
d’un fragment de la glébe sur milieu MMN gélosé, et a donné ses résultats aprés environ deux ou

trois mois de son étuvage a une température dépassant les 30 °C.

Le mycélium de I’espéce croit sur un diameétre de deux centimeétre autour du fragment de la glebe et
les boites restées étuvées donnent une seconde couche qui se juxtapose a la premiere. Le deuxieme
repiquage dans les mémes conditions prend le méme temps. Et cette période n’a pu étre raccourcie
qu’en utilisant une méthode analogue a celle des bio fermentateurs, cependant, les détails sur cette
manip restent sous réserve des droits d’auteur jusqu’a leur dévoilement dans une communication ou

publication sous forme de short note dans 1’une des périodiques dédiées a cela.

Le premier objectif qui était fixé avant la pandémie reste & parcourir dans des travaux ultérieurs, et
le présent travail pose donc les perspectives suivantes :
e FEtudier la qualité microbiologique des terfesses de la wilaya de Ghardaia aussi bien que
celles des dunes littorales du nord-est algérien et a plus grande échelle celles du pays.
e Chercher la véritable source des contaminations des cultures de Terfezia arenaria a partir
d’un morceau de la glebe sur milieu gélosé.
e S’investir dans les recherches sur les substances bioactives des truffes du désert.
e [’¢tude du pouvoir thérapeutique des terfesses algériennes, dans le traitement des maladies
oculaires particulierement et comme drogue végétal d’innombrables vertus de maniére plus

générale.
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