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Abstract—A muxture of C, 3 and C, 4 sterols have been 1solated from Leptosphaeria typhae grown n vitro on “oat
water” and characterized by GLC and MS Mono-, di- and tri-unsaturated sterols are present in the extracts
of’fungi cultivated both in the dark and n the light but the sterol composition s ditferent The nffuence of “oat
water” on sterol structure has been determined by comparison with the sterols of the same fungus grown on
synthetic medum 1n the dark

Résumé—Un mélange de stérols en C,q et C,q 150l€ de 'Ascomycéte Leptosphaeria typhae, cultivé sur eau d'a-
voine, est caracténisé par CPV et par SM Des stérols mono, di et tr1 insaturés sont mis en évidence tant dans
Pextrait de champignon cultivé a lumiere que dans celul obtenu a Yobscurité La composition stérolique n'est
pas dentique dans les deux cas L'influence de 'eau d’avoine sur la nature des stérols formés a eté déterminée
par une culture en milieu synthétique

INTRODUCTION

LEs STEROLS semblent jouer un role essentiel dans la reproduction sexuée des champignons,
soit par apport exogéne induisant la formation de fructifications sexuées chez les Phyth-
wum? et les Phytophotora® soit comme précurseurs d’hormones sexuelles, comme I'Antheri-
diol, hormone de différenciation du spermatocyste d’Achlya bisexualis®> Par ailleurs la
reproduction sexuée des champignons est souvent induite en culture par des conditions
d’éclairement qui stimulent les biosyntheses des substances morphogénétiques. Mais les
rapports existant au cours de la différenciation sexuée entre la photoinduction et le role
des stérols sont encore peu connus. Pour aborder ce probléme nous avons commencé par
isoler et caractériser les stérols du Leptosphaeria typhae, ascomycéte ascoloculaire de la
famille des Pléosporales, au 7éme jour de sa croissance végétative c’est 4 dire au moment
ol samorce le processus de différenciation sexuée pour les cultures maintenues a la
lumiére (12 hr par jour). Ces résultats sont comparés a ceux obtenus a partir de cultures
maintenues a I'obscurité et par suite stériles.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les stérols présents dans le mycélium sec, provenant de cultures effectuées sur eau d’a-
voine, a la lumiére ou a obscurité sont extraits successivement par I'éther de pétrole, par
Iéthanol et par I'éther éthylique a P'abri de la lumiére et sous atmosphére d’azote.

! Haskins, R H et TuLLocH, A P (1964) Can J Macrobiol 10, 187
2 Henprix, I W (1964) Science 144, 1028
3 BARKSALE, A W (1969) Science 166, 3907
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L’éther de pétrole extrait préférentiellement des stérols libres accompagnes d’une faible
quantité de stérols estérifiés. tandis que les extraits éthanolique et éthylique contiennent
principalement des stérols estérifiés Les stérols libres sont 1solés des résidus dextraction
par précipitation directe a la digitonide; les stérols estérifiés sont sapontifics par la potasse
méthanolique puis 1solés a la digitonide

Les stérols sont ensuite purifiés par chromatographie sur gel de silice (systéme de sol-
vants 1).* Les poids ¢t les pourcentages relatifs des stérols libres et esterifiés tant & la
lumiere qu’a Tobscurit¢ sont donnés dans le Tableau 1.

TARLAL ] ITES D STEROES COs-

: vt (N BYE POER o
MYCFLIU M)
Sterols Libres Estenifies
Lumierc* 16 (52°,) 15 (48,)
Obscurite 14(42°) 19.2(58°,,)

* Fclairement 12 hr de lumiuere blanche par jour

Le fractionnement des stérols est cffectue sur alumine mprégnée de nitrate d’argent
(systéme de solvants 2)* Ludentification des stérols cst faite par CPV ¢t par SM *° Les
caractéristiques ct la nature des stérols 1solés sont donnés dans les Tableaux 2et 3 L'ergos-
térol a été 1dentifie par comparaison de ses spectres dc RMN, UV, masse. son R, en CCM.
et en CPV avec ceux d'un echantillon authentique. Lidentit¢ des caractérisiques en CCM
¢t en SM entre fe stérol ¢ et un cehiantiion de dihiydro-5,6-ergostérot de symthéset mdi-
quent que le stérol 1solé est bien le dihydro-5.6-ergostérol

L’analyse des SM du diene ¢ et de son acétate (Pour le diene ¢, Pintensité mimportante
de I'ion a m/e = 271 amsi que la présence de 'ion a m/e = 314 sont des caractéristiques
des A, stérols possédant un groupe méthyléne en C-24.° Pour l'acétate la presence du pic
parenta mse = 440 est également caractéristique des A- sterols) ainst que le test de Moore
et Bauman posttif® nous conduisent a penser que I'on a le méthyléne-24 cholesténe-7-ol-
38 ou épistérol, stérol déja trouve chez les champignons et les levures.” ®

La comparaison du SM. du temps de rétention en CPV de Pisomére de Tergostérol.
(1sole & la lumiere) avec ceux donnés par J Goad et T. W Goodwm® '! pour le lichesterol
(1solé des cultures du mycobiont de lichen Xanthoria parierina) et 'absence d’'UV montrant
l'absorption caractéristique de diénes conjugués permettent de penser que cet 1somere st
I'ergosta-5. 8. 22-triene ol-3f8

Par analogie avec ce qui a ¢té observé dans d’autres champignons'~'?

on peut penser

*

Vour partie experimentale
= Nouv rerrerviony e Laboratone Roussel-Uckaf pour e don de ce produrt

s
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TABLEAU 2 CARACTERISTIQUES PHYSIQUES DES STEROLS 1SOLES CHEZ L typhae

Temps de
rétention
R, x 100* CPVY Spectres de massc}

(a) Méthyl-24 cholesta 396 (100) 378 (5), 363 (93), 337 (25),
5.7, 22-triene ol-3f 22 2,28 271 (7). 253 (13), 211 (10)
(ergosterol)

(b) Isomére ergostérol 396 (73), 378 (10). 363 (100). 337 (7).
ergosta-S, 8, 22-triene- 50 2,05 271 (15), 252 (12), 217 (6), 211 (%)
ol-38

{c) Méthyléne-24 414 (3), 398 (20), 283 (22), 314 (32),
cholestene-7-0l-3f 60 2,63 271 (100), 255 (24) 246 (10), 231 (20),
(cpistérol) (d) ethyl-24 213 (26)
cholestene-5-0l-3
(trace)

Acétate 440 (22). 425 (23), 380 (10).
365 (16). 356 (40), 313 (100), 255 (40).
213 (46)

(e) Méthyl-24 cholesta- 398 (57), 383 (20). 355 (11), 300 (22).

7. 22-diene-ol-38 75 2,33 273 (58), 271 (100). 255 (50), 246 (30),
dihydro-5-6 ergostérol 231 (25), 213 (18)

(f) Mélange de stérols picelargi 428 (56). 426 (41), 414 (67), 412 (63),

en Cyqet Cy 85 a27 399 (30), 396 (50), 394 (66), 381 (30),

329 (30), 303 (40), 273 (40), 271 (100),
269 (81), 255 (92). 231 (50), 213 (74)

* Sur alumine tmprégnée de 33% NO,Ag Systéme de solvants 2
+ Sur 1%, SE 30 a 240°. temps de rétention du S« cholestane = 1.00
t Les intensités relatives des 10ns my/e sont données entre parenthéses

que 'épistérol est un intermédiaire de la biosynthése des stérols alkylés en C-24 tels ergos-
térol et le lichestérol.

La présence d’un stérol mineur en C-29 (M* = 414) élué avec Pépistérol, pourrait &tre
attribué aux stérols présents dans l'avome;'*'* Pour le contréler, nous avons vérifie qu'un

TABLEAU 3 NATURE DES STEROLS ISOLES CHEZ L typhae (LES POURCENTAGES SONT DONNES I NTRE PARENTHESES)

Lumiére* Obscurité
Libres Estérifiés Libres Estérifiés
Ergostérolt (58%) Ergostérolt (86%,) Ergosterolt (54%)
Ergostérol Lichestérolf (20%) Epistérol} (9.8%,) Episterol} (21%)
(1009} + Epistérolf (21%) Stérol en C,4 mono Melange de stérols
msaturéd (0,29 en Cyget Cyy
Sterol en C, 4 mono- Dihydro 5-6 ergo- Morno et di insatures§
msature (1%) sterolt (4%;) (25°,)

* Eclairement 12 hr de lumiére blanche par jour

+ Structure certaine

1 Structure trés probable

3 11 est possible que ce mélange contienne le f8 sitostérol, le sigmastérol le methyl-4 stigma-7 ene ol 38, le
methyl-4 stigma-7, 22 diene ol 38

14 KNIGHTS, B A (1965) Phytochemistry 4, 857
15 KNIGHTS. B A (1967) Phytochemstry 6, 407



2836 J ALais A LasracHi-CoMmBiR L LAcosTt ¢t B VANDFWALLY

lyophilisat d’eau d’avoine ne contient pas de stérols décellables i la réaction de Lieber-
mann-Burchard. Nous avons de plus, effectué une séric de cultures sur milieu synthéti-
que.'® maimntenu a Pobscurité, aprés avorr déterminé que le xylose présent dans ce milieu
ne contenait pas de stérols, on constate comme précédemment, parmi les stérols 1solés
dans ces conditions, la présence d’un stérol en C-29 (M~ = 414) accompagnant en faibie
quantité (3%,) I'épistérol. Ce pic & m'e = 414 a et é¢tudic en SM & haute resolution

La masse trouvée (414. 38527) est 1dentique &4 2 ppm de la masse calculee (414, 386, 147)
de I’éthyl-24 cholesténe-5 ol 3f. Ce stérol en C-29 mononsaturé est donc un sterol present
dans le Leptosphaeria tvphae. Ce doit étre vraisemblablement le f-sitosterol bien que les
1soméres 24-R et 24-S se trouvent dans les organismes vivants et qu’ils ne peuvent tre
distingués par SM.

Par contre nous n'avons pas décelé la présence de sterots en C-30 (M7 = 428 et 426)
ni de pic a m/e = 412. Ces dermers stérols ne sont mis en évidence que lorsque la culture
est effectuée sur eau d’avoine; ils proviecnnent probablement de ce milicu Nous remar-
quons d’autre part que le péroxyde d’ergostérol. longtemps considéré comme un compos¢
naturel des champignons'” '? semble &tre un artéfact?? formé a partir de 'ergostérol dur-
ant les extractions faites sans précautions particuliéres, Lorsque les extractions sont fartes
a I'air du péroxyde d’ergosterol caractérise par ses SM. RMN. se forme De plus Pergos-
térol traité dans nos strictes conditions d'extractions. ne se dégrade pas

Cette ¢tude montre que la composttion stérolique n’est pas identique suivant que la cul-
ture est effectuée a la lumiére ou a l'obscurité, ce qui suggére quiil pourrait ¢xister une
relation entre la fructification sexuce et les sterols biosynthétisés par le champignon

EXPERIMENTALFE

Procédes generaux La CPV est effectuce sur colonne de 19, SE30 sur chromaosorh W 100 200 a 240 le début
d'azote etant de 25 ml, mm La putification des sterols est effectuce par chromatographie sur couche mincee de
silice G en utilisant le solvant Pentane EtOAc (7 3) {systeme 1). le fiactionnement des sterols est effectué par
CCM d’alumine imprégnee de NO; Ag On utilise un mélange de 30 g alumine 102 NO;Ag 5 ¢ plitre ¢t on déve-
loppe pat le svstéme CH,Cl, pétrole Me,CO (7 3 1) solvant 2}, les plaques sont examinces cn lumiere UV
(254 nm) apres aspetsion d’'une solution de dichlorofluoresceme dans FtOH a 017, ¢t les stérols sont clues a
Et,O

Cultines et extraction Le champignon Lepfosphacr ia ry phae, est cultive sur cau d'avoine (20 ¢ 1) L'ensemence-
ment est realise a partr d’un prélevement de 24 3 peritheces effectue sur une colonie dgee de 10 jours et 1ssu
de méme milieu mats gelose Une prenuere serie culturale est placée a 18 et 1egoit un cclurement de 2000 ergs
cm” * sec "' selon un rhythme de 12 hr de lumiére et 12 hi d'obscurite La seconde setie mamtenue a la méme
temp demeuse d Pobscurite Apres 7 jours le myeelium est recucills centirfuge ¢t stabilise par Ivophibisation dans
chaque cas fe mycchum (100 g) est extrait dans un soxhlet, a F'obscurtte et sous azote par ether de petrole (4
1 24 hry EtOH (41 24 hr) Et,O (41 24 hr) Nous avons cgalement effectuc une extraction par H-O sclon la
methode decrite par Qurisson ~ Nous navons pas recupere de sterols dans ce cas

L'extrart Et,O EtOH apies evaporation est saponific par KOH methanohque 2 N dans C . H,, (1 1) durant
3 hr sous atmosphetc N, Les sterols liberes sont alors extraits o Et-0O

Isolement et fractionnement des sterols Les sterols sont soles des residus hanfeux dextractions pat precipitation
a la digitonide et punifics par chromatographie sut silice G 1ls ont tous le méme R, que Fergosterol soit 0,45
A la lummere on recueille 16 mg de sterols hbres et 15 mg de sterols precédemment estéifies soit 0 031°,) du poids
de mycelium sec, A Tobscutite Jes quantites obtenus sont 14 mg et 19 2 mg soit 40247 du poids de mycehum
Les sterols sont sépares par chromatographie sur alumme mpregnee NOzAg e chaque fraction ssolee est exa-
minee en CPV et SM (vorr resultats Tableau 2}

1 Vour partic cxpetimentale

17 Bot SLANGH G . Just, G et BLank, F (1964) Nan e 202, 1218

'¥ TanaHasHI Y et TARAHASHI T (1966) Bull Chem Soc Japan 39, 848
' CLARKE, S M et McKinzie M (1967) Nature 213, 504

20 VacHIRON M T et MicHtT G (1968) Phntochenisoy 7, 1675
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Preparation du milien synthétique * Pour la culture du champignon H,O 994 ml, xylose 2.5 g, serine 188 mg,
glycocolle 134 mg, biotine 10y, thiamine 200y POH,K 0,2 g¢(PO,H,),Ca, 2H,0 0,1 g-SO Mg, 7H,0 6,25 mg-
SOMn, 5H,0 2,5 mg-SO,Zn, 7H,0 2 5 mg-SO,Cu, 5H,0 1.25 mg On ajoute 5 ml d’'une soln ’EDTA consti-
tuée comme suit SO,Fe, H,0 0,1 g, EDTA Na, 1,325 g dans 1 1 H,O et | ml d’'une soln contenant H;BO,
0,1 g-Mo0,0,;Na 0,2 g Cl,Co. 6H,0 0,2 g-SO,Cd, 8H,0 0,2 g-C},N1, 6H,0 0,03 gpour 1 1 H,O
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