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Abstract-A mixture of Cl8 and Cz9 sterols have been Isolated from Leptosphaa la typhae grown 111 uztro on “oat 
water” and characterized by GLC and MS Mono-, dl- and trl-unsaturated sterols are present m the extracts 
oI%ngi cuitlvated both m the dark and m the right but the steroi composition 1s dierent The mtfuence of%at 
water” on sterol structure has been determmed by comparison with the sterols of the same fungus grown on 
synthetic medium m the dark 

R&urn&-Un mklange de stt?rols en Czs et Cz9 1solC de 1’Ascomyctte Leptosphaerla typhar, cultivC sur eau d’a- 
vome, est caract&& par CPV et par SM Des sterols mono, cl1 et tri msaturts sont rms en tvidence tant dans 
l’extrait de champlgnon cuitn+ a lum&re que dans celm obtenu g l’obscuriti: La cornpositIon stkrohque n’est 
pas ldentique dans les deux cas L’mfluence de l’eau d’avpme sur la nature des stCrols form& a et& determmte 
par une culture en milieu synthttique 

INTRODUCTION 

LES ST~ROLS semblentjouer un r61e essentlel dans la reproduction sexuke des champlgnons, 
soit par apport exogkne induisant la formatlon de fructificatlons sexutes chez les Phyth- 
iurn1 et les Phytophotora2 soit comme prttcurseurs d’hormones sexuelles, comme l’Anthen- 
diol, hormone de dlffkrenciation du spermatocyste d’khlya hzsexual~~ Par ailleurs la 
reproduction sexuCe des champlgnons est souvent mduite en culture par des conditions 
d’kclairement qui strmulent les biosynth6ses des substances morphogtnktiques. Mals les 
rapports existant au tours de la diffkrenciatlon sex&e entre la photoinduction et le r61e 
des sterols sont encore peu connus. Pour aborder ce probltme nous avons commenck par 
isoler et caractkser les stkrols du Lrptosphaerla typhae, ascomydte ascoloculaire de la 
famllle des Pkosporales, au 7kme Jour de sa crolssance vkgktative c’est a dire au moment 
oti s’amorce le processus de diffkrenciatlon sexuke pour les cultures maintenues ti la 
lumlbe (12 hr par Jour). Ces rksultats sont compartts a ceux obtenus B partir de cultures 
mamtenues g l’obscurltk et par suite stkiles. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Les stkrols prksents dans le myctlium sec. provenant de cultures effectutes sur eau d’a- 
voine, B la lumikre ou ?I I’obscuritk sont extraits successivement par l’kther de pttrole, par 
l’itthanol et par l’kther kthylique $I l’abri de la lumitre et sous atmosphbre d’azote. 

* HASKINS. R H et TULLOCH, A P (1964) Can J M~rohro[ IO, 187 
2 HENDRIX, J W (1964) Science 144, 1028 
’ BARKSALE, A W (1969) Sarnce 166, 3907 
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L’kther de p&role extralt pr~f~rent~ellement des stkrols hbres accompagnes d‘unr faible 
quantitk de stkrols estkfi& tandls que les extralts kthanohque et Pthyhque contlennent 
prmclpalement des stkrols estt:rEs Les stkrols llbres sont 1so1t;s des ri-sldus d’extractlon 
par prklpltation directe h la dlgltomde; les stirrols est&fits sont sapontf% par la potassc 
mithanolique puls 1~016s ti la digltomde 

Les stkrols sont ensultc purlfiCs par chromatographle sur gel de s111cc (systkme de sol- 

vants I ).* Les polds et les pourcentages relatlfs des sttrols llbres ct cstcrlfik tant 5 la 

lumkre qu’il l’obscurk cant don& dans le Tableau 1. 

Le fractlonnement des stk-ols est cffectue sur alumme rmprt;gntk de nitrate d’argcnt 

(systkme de solvents 2) * L’ldentlficatlon des sttrols cst falte par CPV ct par SM ” Les 
caractklstlques et la nature des stkrols lsolks sont donnis dans les Tableaux 2 et 3 L’crgos- 
tCrol a PtG Identlfik par comparalson de ses spectres dc RMN, UV, masse. son R, cn CC’M. 
ct cn CPV avec CCLIX d‘un L;ch:tnt~llon authentlque. L’ldentltL: des caractPrlctlqucs rn C‘C‘M 
ct cn SM entrc ir stkoi c ei~ un kchantliion dc dlhydro-5,i7-el,-s~~r~)i dc ,!rri-hkse-~ mdr- 
quent que le stkol 1~016 cst blcn le dlhydro-5.6ergostkrol 

L’analyse des SM du dknc c et de son a&ate (Pour le dkne C, l’intcnsk mlportantc 
de l’ion B 1)11/e = 271 amsl quc la prksence de l’lon B /n/e = 314 sont des caractkrwques 
des A7 stkrols posskdant un groupe mkthylkne en C-24.” Pour l’ac~tatc la prcsencc du plc 
parent ;I IIZ’C = 440 est kgalemcnt caractCristlque dcs A7 sterols) Cunsl quc le test dc Moot-c 
et Bauman posItIf” nous conduwnt 1‘1 penscr que 1’011 a le mkthyl&w?4 chole&ne-7-ol- 
3p ou kpistkrol, stkrol d@t trouv6 chw les champlgnons et les levures.” ’ 

La comparalson du SM. du temps de rittentlon en CPV de I’isom~re de 1’ergostt:roI. 
(lsole ii la lumlk-e) avec ccux dorm& par J Goad et T. W Goodwn” I1 pour lc llchcsterol 
(1~016 des cultures du mycoblont de hchen Xandwzn ~uI~~~-‘~IIzN) et l’absence d’LJV montrant 
l’absorptlon caractkstlque de diines conJugu&s permettcnt de penscr que cet Isom.5e est 
l’ergosta-5. 8. 2?-trlene 01-3/j 

Par analogle avec ce qul a Ctk observi- dans d’autres champlgnons”.‘” on peut pcnser 
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TABLLAU 2 CARACT~RISTIQULS PHYSIQUS DESST~ROLS ISOLI% cxtz L typhae 

(a) MCthyl-24 cholesta 
5. 7, 22-trlene ol-311 
(ergosterol) 

(b) Isomtire ergostirol 
ergosta-5, 8, 22-trlene- 
ol-3[i 

(c) Mtsthyltne-24 
cholestene-7-ol-3[j 
(cp&rol) (d) Cthyl-24 
cholestene-5-ol-3fl 
(trace) I 

(e) MCthyl-24 cholesta- 
7. 22-dlene-ol-3fi 

chhydro-5-6 ergostkrol 

(Q Mklange de stkrols 

en Cl4 et Go 

Temps de 
rttention 

R, x 100* CPVT Spectres de masscz 
- 

396 (100) 378 (5), 363 (93). 337 (25). 
22 2,28 271 (7). 253 (13). 211 (IO) 

396 (73). 378 (IO). 363 (100). 337 (7). 
50 2.05 271 (15). 252 (12). 217 (6). 211 (9) 

414 (3) 398 (20), ?.83 (22). 314 (32). 
60 2.63 271 (IOU), 255 (24) 246 (IO), 231 (20), 

213 (26) 

A&ate 440 (22). 425 (23). 380 (10). 
365 (16). 356 (40). 313 (IOU), 255 (40). 
213 (46) 

398 (57), 383 (20). 355 (I 1). 300 (22). 
75 2,33 273 (58) 271 (100). 255 (50). 246 (30), 

231 (25), 213 (18) 

pit tlargl 428 (56). 426 (41), 414 (67). 412 (63), 
85 ii 2.7 399 (30), 396 (50), 394 (66), 381 (30). 

329 (30). 303 (40), 273 (40), 27 I (1001, 
269 @I), 255 (92). 231 (50) 213 (74) 

* Sur alumme ImprCgtke de 33://, NO,Ag Systkme de solvants 2 
t Sur I”/:, SE 30 a 240”. temps de rktentlon du 5a cholestane = 1.00 
j. Les mtenslttts relatwes des Ions ,n/e sont donnkes entre parenthkses 

que l’CplstCro1 est un intermttdiaire de la blosynth&se des stCrols alkylts en C-24 tels l’ergos- 
t&-o1 et le lichest&ol. 

La prttsence d’un stCro1 mineur en C-29 (M+ = 414) tlui: avec l’kplst&ol, pourra?t ctre 
attribuk aux stCrols prtsents dans l’avome, *14q1 s Pour le contrhler, nous avons vCrifi6 qu’un 

TABLFAU 3 NATURE DES STEROLS ISOLI?~ CHEZ L ty@w (LES POURCE~TAGES SONT DONNIk tNTKL PARENTHiSES) 

Llbres 
Lumiire* 

Esttrlfiks Ltbres 
Obscurk 

EstCrlfiCs 

ErgostCroli (58%) ErgostCrolt (WJ Ergosterolt (54%) 
Ergostkrol LlchestCrol: (20%) Episttkolx (9.8%) Eplsterolf (2l:b) 

(loO%)t EplstCrol: (21%) St&i-01 en Czg mono Melange de stkrols 
msaturt$ (0,20/) cn Czq et C3,! 

Sterol en Cz9 mono- Dihydro s-6 ergo- Mono et dl Insatures§ 
msaturej (I YJJ sterolt (4:;)) (25” ) 0 

* lklalrement I2 hr de lumkre blanche par JOUr 
t Structure certame 
$ Structure trks probable 
9 11 est possible que ce mt-lange contlenne le fi sitostkol, le stlgmasti-rol le methyl-4 stigma-7 ene 01 38. le 

methyl-4 stigma-7, 22 dlene 01 3p 

I4 KNIGHTS, B A (1965) Phytochrmstry 4, 857 
I5 KNIGHTS, B A (1967) PhJmdwmtrJ~ 6, 407 
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lyophlhsat d’eau d’avome ne contlent pas de stkrols dkellables ii la rkactlon de Lieber- 
mann-Burchard. Nous avow de plus, effect& unc s&e de cultures sur milieu synthktk 

que. Ih mamtenu A l’obscuritk, aprks avo~r dktermlnk quc le xylose prknt dans cc m111eu 
ne contenalt pas de stkrols, on constate comme pkkdemment, parml les sttkols 1c01k 
dans ces condltlons. la prksence d’un stCro1 en C-29 (M ’ = 414) accompagnant en f;\lble 

quantltk (3”j,,) l’Cplst@rol. Cc plc li WLJ -1 414 a et; Ptudlc en SM :‘i haute rL;solut~~n 
La masse trouvke (414. 38527) cst ldentlque A 2 ppm de la masse calculcc (414. 386, 147) 

de l’ithyl-24 cholestkne-5 01 38. Cc stCro1 en C-29 monomsaturi: est done un stkol present 
clans le Lc~ptoqdmrr7tr r~phuc~. C‘e dolt Ptrc vraisemblablement Ic /i-sltostkol blen que les 

lsomkrcs 24-R et 24-S se trouvent dans lcs organlsmes vwants et yu’lls ne peukcnt ?tre 

dlstmguls par SM. 
Par contre nous n’avons pas d&elk la prkence de sterols en C-30 (M ’ = 428 et 426) 

nl de plc 11 W/P = 412. Ces dcrmers stkrols ne sont mls en t~ldcnce quc lorsquc la culture 
est effect& sur eau d’avome; 11s provlennent probablement de ce mlilcu Nous rcmar- 
quons d’autre part que le pkroxyde d’ergostkol. longtemps consldkrk comme un composk 
nature1 dcs champlgnons l’-” scmble :trc un artkfact’” formC ri partlr de l’ergostkrol dur- 

ant lcs extractlons faites sans prkautions parlicul~&-cs. Lorsyuc les extractions sont faltes 
h l’alr du pkroxyde d’ergosterol caractkris~ par scs SM. RMN. se forme DC plus I’ergos- 
tkrol trait& dans nos strlctes conditions d’cxtractlons. ne SC dkgradc pas 

Cette L:tude montrc que la composktlon stkrollque n’est pas ldcntlquc wlvant quc la cul- 
ture est effectui‘e ri la lumkre ou A I’obscurk. ce qul suggk qu’11 pourralt e\l\ter une 
relation cntrc la fructlficatmn sexui:e et les stkols blosynthkiks par le champlgnon 
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Prepmatlon du nnlrcw synthhtrque * Pour la culture du champlgnon HZ0 994 ml. xylose 2,5 g, serme 188 mg. 
glycocolle 134 mg, blotme IQ, thiamine 209 PO,HZK 0,2 g-(PO,H,),Ca. 2H10 0.1 g--SO,Mg, 7HZ0 6,25 mg-- 
SO,Mn, 5HZ0 2,5 mg-SOJn, 7HZ0 2 5 mg-SO,Cu, 5Hz0 1.25 mg On ajoute 5 ml d’une soln d’EDTA constl- 
tube comme suit SO,Fe, H,O 0,l g, EDTA Na2 1,325 g dans 1 1 H,O et 1 ml d’une soln contenant H,BO, 
0,l g-Mo,O>,Na 0,2 g Cl,Co. 6H,O 0,2 ggSO,Cd, 8H,O 0,2 ggCI,NI, 6H,O 0,03 g pour 1 I H,O 

Remerclrr,lrnts-Nous remerclons Monsieur M Barbler de I’lnstitut des substances naturelles de Glf-Sur- 
Yvette, pour l’mtCr&t qu’d a port& i ce travail et pour les dlscusslons fructpeuses que nous avons eu avec IUI 
amsl que Monsieur G Bourgeois, de l’Unwerslti_ de Bordeaux, pour l’enreglstrement des SM 

* Mlheu mls au pomt par G Vldal Commumcatlon verbale 


