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Ak@u%-CZ7, C,, and C,, sterols have ken isolated from a Leptosphaeria typhue culture grown in vitro in 
light on a synthetic medium. These products were characterized by GLC and MS. Saturated and mono-, di- and 
tri-unsaturated sterola are present, both free and esterified. There are sign&ant differences ~%WXII these sterols 
and those in the same fungus grown on “oat water”. Unexpectedly, cholesterol was detected in the latter case. 

INTRODUCHON 

Lors d’un travail prkkdent [ 11, nous avions fait dkvelop- 
per 1’Ascomyc&e 15. typhae sur un milieu semi-nature1 
constituk par de l’eau d’avcine (20 g/l). I1 nous &it ab 
sohunent impakble de connaitre la composition exacte 
de cette solution nutritive; en particulier, meme si nous 
n’y avons jamais d&It de sttrols, nous ne pouvons pas 
affirmer qu’elle ne contenait pas de substance susceptible 
d’influencer le m&abol&me du mycklium et par con- 
skquent de mod&r sa composition chimique. Nous ne 
savions pas non ,plus si elle Ctait dkpourvue de prkcurseur 
entrainant la synthkse de mttaboliks secondaires ne 
jouant aucun rale dans le dtveloppement du champig- 
non. Enlin, la composition du milieu ne pouvait etre con- 
stante d’un lot B I’autre. 

Afine d’kliminer ces causes d’incertitudes, nous avons 
mis au point un milieu chimiquement dkfini ne contenant 
que le minimum de substances indispensables au dCve- 
loppement optimum du microorganisme. La composi- 
tion de cette solution a ktk publike par ailleurs [2]. On 
obtient par son emploi une croissance my&lime et une 
reproduction sexuke trks comparables 21 celles que la 
dkoction d’avoine permet d’observer. Quelques dif- 
fkrences apparaissent, maI& tout, entre les deux types 
de cultures. En particulier, le dkveloppement sur le milieu 
synthktique est retardt de 48 heures par rapport g celui 
obtenu sur eau d’avoine; par contre, le poids de mat&e 
s&he en fin de croissance est plus Clevt: 250mg 
au lieu de 190 mg pour 100 ml de milieu. La morphologie 
macroscopique est aussi lkg&rement modifik: le my&- 
hum a tendance g prendre une couleur kgkment ver- 
d&e autour des pkrithks, au lieu de rester jaune trb 
pale; d’autre part, en dkbut de croissance, il tend g 
former des ilots au lieu de s’ktendre en nappe unifonne 
g la surface du milieu; ces ilots adhi?rent fortement au 
verre de la boite de Roux et ski dktachent plus dikile- 
ment. Au niveau microacopique, on ne note par contre 
aucune dil%rence entre lea deux types de culture. Le d&e- 

lopwent des fiuctifiartions sexuks et la formation &s 
a-spores se dboulent normalement. 

RESULTATS 

Les stkrols isolis reprksentent 0,120/, du poids de my&- 
lium set obtenu sur milieu synt%ique, soit une quantitk 
4 fois plus importante que cc& recueillie pour les cul- 
tures effect&es sur eau d’avoine (0,03x). Les poids et 
pourcentages relatifs des sttrols libres et eskifiks sent 
don&s dans le tableau 1 en les comparant g ceux d&r- 
mints g park des cultures effect&es sur eau d’avoine. 

Les caractkristiques des s&ok isok dans le champig- 
non L. typhae sent don&es dans le Tableau 2; les identi- 
fications reposent sur la valeur des R, en chromatogra- 
phie en couche mince (CCM), des temps de retention 
en chromatographie gaz-liquide @CL) [3,4] et des 
spectres de masse des stbols libres [5,6] ou propionylk, 
par comparaison avec ceux d’khantillons ,authentiquea. 

On constate, comme dans le cas des culture effectuks 
sur eau d’avoine, la prksence dans les s&ok libres et 
estkr&5s d’un sttrol en C-29 monoinsaturk. (M’ = 414). 
Ce pit g m/e = 414 a ttk Btudik en SM B haute r&oh- 
tion; la masse trouvke (414,386 10) est identique B moins 
d’l ppm de la masse calcuk (414, 386 14) de l’kthyl-24 
cholestkne 5 01 3 /3. Par contre, B la difkence avec ce 
qu’on obtient sur le milieu naturel, nous trouvons un 
stkrol en CZ7 (M+ = 386). !ks constantes physiques en 
chromatographie sur couche mince et gaz-liquide, les 

Tableau 1. Poids et pourcentages relatifs des stkrols contenus 
dans Ie mydlium de I_.. typhue (en mg pour 100 g de mycklium 

=) 

SlCIOb Libra 

Sur nubcu rynthtlquc 103 (91%) 

SW ca” d’avo1ne 16 (52%) 
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Tableau 2. Caracttristiques des St&rots chct L. typhae 

Mtthyl 24 cholat 

57.22 tntlle Ol $8 

(crgosttrol) 

Mt(hyltnc 24 choluttnc 
7 01 38 (tpisttrol) 

Chok&rol 

24 mtlhyl cholattne 
5 01 3p 

24 ethyl cholnttnc 
5 01 3/s 

Mtthvl 24 chaksta 
7.2i d&e ol $3 
(5.6 dihydroergosltml) 

24 ttbyl cholatnnc 01 3/3 

Tcmps de rtientmn 
R, x 100’ cpvt 

sttrol propicmate sttml pmpionstc 

8 214 stCrol 39qlOO) 378(S) MU931 
337(25) 271(7) 25X15) 
211110~ 

53 62 z49 rltrol 39ti26i 383(22) 314(32) 
27l(loO) 25X241 246(101 

53 57 

62 44 

68 70 

218 

3.30 

4.30 

5.70 

4.15 

5.82 

231(20) 21X26) 
proplow 454(15) 43% 10) 38a5) 

37qi9) 327(11X) 
propmnatc 368(100) 260118) 2sw5) 

247120) 21x15) 
3R2(100) 274fll) 25silOl 
261(10)213(E) 
3Wl00) 2Rl?(l3) 255110) 
27x14) ZIHIO) 

nttrol 38X20) 35X151 3OI&?2) 
27W?I 271(100) 25X0) 
24600) 23l(IJ) 2l3(1!3) 

propionatc 454(70) 439(16) 41 l(7) 
3%45) 3X418) 329@) 
327(100) XWO) 2SYpO) 
2 IWO) 

pmpionace 472(46) 398(77) 257(M) 
24qoo 2lylOO) 

l Sur aiumine imprCgnk de 33% NO,Ag stirol: solvant 2 propionate: solvant 3. 
t Sur 3% SE 30 g 225” temps de rktention du Sa cholestane = 1,000. $ Les inter&b 

relatives dcs ions m/e sent donn6e.s entre parenthbes. 

‘spectrcs de masse du St&o1 libre ou propionyti, g basse 
ou haute &solution (M c&&e: 368, 35485; M trouv&z: 
386, 35649), permettent de l’identi6er au cholest&ol. 

Le tableau 3 donne la nature des sttrols isol&, avec 
comparaison avec ceux trouvb pr&demment pour les 
cultures effectu&s sur e8u d’avoine, afin de montrer la 
grande diffkrence de composition stCrolique lors de la 
culture du champignon L. typhoe sur deux milieux: I’un 
naturel, l’autre synthttique, trts ditT&ents mais dormant 
au point de vue biologique des r&ultats sensiblement 
identiques. 

DISCUSSION 

On notera tout d’abord que les st&rols biosynth&i&a 
en pr&ence du milieu synthitique sont 4 fois plus abon- 
dants qu’g partir d’un milieu B base d’eau d’avoine. Au 
niveau de la r&partition entre stt?rols libres et st&ols es- 
t&S&, la proportion sur milieu synthttique entre stkrols 
libres (91%) et st&ols esttrifib (9%) est t&s diffkrente 
de celle obtenue sur eau d’avoine, respectivement 52 et 
48%. 

Le cornpod en Cz9 (sitostCro1 ou son isomkre en 24) 
d&ouvert dans les cultures sur eau d’avoine est retrouvb 
en plus grande quantitC sur un milieu synthktique et consti- 

tue done un St&o1 d’origine fongique. II faut noter de 
plus, qu’en pr&erlce du milieu synthttique il y a prodw- 
tion de cholest&ol tant libre (1%) qu’esttrifit (7%). Ce 
fait constitue un r&hat intiressant car le cholest&rol, 
stbrol pr&ent dans les Algues rouges [7-J et les plantes 
sup&ieures [S]. a Cti trouve chez Penicilliwnficniculoswn 
[9], Ascomya?te imparfait. Cependant McCorkindale et 
al. [lo], dans une ttude sur la composition en stCrols 
de diverses e.@ces de Phycomydtes, ont trouvC une re- 
lation empirique entre cette composition et celle des par- 
ois cellulaires. Les es* ptisentant une paroi cellulosi- 
que (Saprol&niales, Leptomitales) synthitisent du chol- 
estCro1 tandis que les Mucorales qui ont des parois con- 
stitut?es par de la chitine produisent principalement de 
l’ergost&ol, g l’exception de deux esp&s oti l’on trouve 
de faibles quantitb de cholestCro1 sous forme libre. 
Mercer et Bartlett [l 11, en trouvant des esters de choles- 
t&o1 dam Phycomyces Hakesleeunus (autre Mucorale), 
6mettent des doutes sur ces relations entre la nature des 
parois et celle des stbols trouvh; ces auteurs pensent 
que le cholestCro1 est plus largement rtpandu chez les 
champignons, ce qui semble ettre contirmi par les rbul- 
tats que nous rapportons ici. I1 apparaii done que la bio- 
synthtse du cholesttrol soit davantage en rapport avec 
la nature du milieu de culture qu’avec la constitution 

Tableau 3. Nature des s&ols isoles chez L. ryphe (Les pourcentages sent don&s entre parenthkses) 

Eau d’avoinc (Lum*re*) Fdu Gsvoine (Obacuntt) 
libres eartrifia 

MilKu synthttique (Lumitrc*) 
librcr altrdI& libres Mtrifi& 

ngosthol ( IaYJ ergoaItml (58YJ 
lichalhol (m%) 
Cplrctrol (21%) 

24 tthyl cholattne 

50138(l%) 

cr&xltrol(86%) 
Cpiattrol (9.8%) 

24 tthyl cholmttne 
5 01 3 B (0.2%) 

Dihydro 5-6 ergo- 
rtCrol (4%) 

ergo&ml (62%) 

Wd WJ 
5.6 dihydro ergo- 

srtrol (25%) 
cholcntrol ( IYa 

24 tthyl choksttnc 

5 01 3 B (1%) 
24 ethyl cholcslanc 

01 3 b (1.75%) 
24 mtlhyl cholestine 

5 01 3 fl (0.25%) 

ergosltrol (IT/J 
tpisttrol (32%J 

5.6 dihydro erg- 
sctrol (25%) 

chc+SlCrol (T/J 
24 ethyl cbolesttae 

5 01 3 B (6%) 
24 tthyl choleuaae 

01 3 B (18%) 

* Eclairement 12 hr de lumi&e blanche par jour. 
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chimique de la paroi cellulaire. Pour Gottlieb [I23 les 
stkrols seraient impliqds dans la constitution des man- 
branes et joueraient un r6le dans la permkabiliti cellu- 
laire; ceci permettrait d’expliquer que l’utilisation de sub- 
strats varib entra-me une modification de la structure 
des membranes et par conskquent des di%rences dans 
la composition en stCrols du mycklium. 

Enfm, nous noterons que la comparaison des stkrols 
produits par L. fyphae cultivk soit sur milieu synthktique, 
soit sur milieu naturel, n’a ktk &ablie, qu’en un seul mo- 
ment au tours du dtveloppement du champignon, Q l’ap- 
parition des premiers pkrithkes, c’est-2idire au 7&ne 
jour pour les cultures effect&es sur eau d’avoine, et 
l&me jour pour les cultures e&&u&s sur milieu synthk- 
tique, toutes conditions Cgales par ailleurs II semble done 
qu’il convienne, pour une meilleure connaissance de la 
biosynthk des sdrols, d’envisager une ktude cinttique 
de l’kvolution des stkrols au tours du dkveloppement. 

En fait, la composition stbolique du Leptosphaeria ty- 
phae, d&rite apr&s culture sur milieu synthktique en pr& 
sence de lumibe, prksente plus d’analogie avec celle ob- 
tenue aprks culture sur eau d’avoine mais maintenue B 
l’obscuritt. Sur milieu naturel, en prksence de lumikre, 
l’ergosttkol est le seul stirol libre dkcelable, alors quP 
I’obscuritk il est accompagnk de 14% de sttrols secon- 
daires. Sur milieu synthttique $ la lumikre, la proportion 
d’ergostkrol libre n’est plus de lW$ mais seulement de 
62”/,, de nombreux sttrols secondaires &ant dkcelabks 
et tout particulitrement le cholesttrol. Done, sur le mi- 
lieu Synthktique utilisk en pksence de lumitre-facteur 
indispensable A la sexualisation-le champignon fructifie 
mais prksente une biosynthkse stkolique tr&s diffkente 
de celle qui intervient en culture sur eau d’avoine, milieu 
113s favorable au dkveloppement de l’organisme en ex- 
plkiencc. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Cultures et extraction. Le champ&non L. typhae est cultivt 
en fiole de Roux de 11. contenant IoOml de milieu svnthtti- 
que, a 18”, sous un Cclairement de 2000 ergs cm-’ secsi, selon 
un rythme de 12 hr lumitre et 12 hr obscuritt. Apn% 10 jours, 
c’est-&dire & l’apparition des premiers p&ith&es, le my&hum 
est recueilli, centrifugC et stabilid par lyophilisation. II ,est 
extrait par I’tther de p&role, l’bhanol et l’tther tthylique en 
extracteur de Soxhlet & I’abri de la lumi&re et sous atmosph&re 
d’azote. 

Isolement etfiactionnement des ste’rols. Les stirols libres sent 
txkci~itb A la dinitonide. Les stirols e&ifiCs sont satx~1i6ks 
&r ia potasse &hanolique B loo/, et pr&ipit&s. L& stCrols 
sont uurifib sur silice. G (solvantl: C&H,-EtOAc. 5:l). Un 
premikr fractionnement est‘obtenu par “C& Al&-AgNO, 
(solvant 2 CHCl,-$role-Me,CO. 6:3:1). Apr&s propionyla- 
tion, chaque famille de stirols est de nouveau &par&z par 
CCM Al,O,-AgNO, (solvant 3 hexane-C,H,, 4:l) [13]. La 
chromatographie w-liquide a et6 r&&&e sur colonne de 3% 
SE 30 sur chromosorb W lC&120 traitC HMDS B 225”, le 
debit d’azote &ant de 4Oml/min. Les spectres de masse sont 

mesurb sur appareil MS 12 & basse r&solution et sur MS 
9 (14000) A haute &solution. 

Evaluation des pourcentages relatifs des differents stProls. La 
lecture du tableau 2 montre que les sthols sont tiparCs en 
4 zones par chromatographie en couche mince ptiparative. 
Les poids des stCrols ainsi isolCs permettent d’haluer les pro- 
portions relatives entre I’ergosdrol (R, 0,08), le mClange d’Cpi- 
stCro1 et de stCrols monoinsaturta (Rf 0.53) le 5.6 dehydro er- 
gosterol (R, 0.62) et le 24 Cthyl cholestane (R, 0.68). La com- 
paraison des hauteurs des pits de base de l’Cpist&ol et des 
sttrols A, dam le spcctre de masse du mClange permet d&a- 
luer les proportions relatives entre les sttrols mono et di insa- 
turb. Nous prenons comme hypoth&se que ces proportions 
relatives seraient &gales si les intensitCs de ces pits de base 
ttaient identiques. Ces pourcentages sent confirm~s par l’ana- 
lyse pond&ale de.s propionates de I’tpistQol et des sttrols As 
mono insatur6s. L’analyse de ce demier mClange est conduite 
sur les propionates. La comparaison des hauteurs des pits 
des ions zi m/e = M-74 (perte d’acide propionique) permet 
d’bvaluer la composition du melange (13), en se basant sur 
la mOme hypoth&se que prwemment. La chromatographie 
en phase &euse a v&ii% cctte tvaluation. 

Milieu synthdtiaue. H,O 994 ml. xvlose 2.5 g, &ine 188 mg, 
glycocolle-134 mg, biotine 10 y, thiamine 200 ;. PO*H,K 02-g 
(PO,H,)& 2H,O 0,l g, SOIMg, 7H,O 6,25mg, SO&n, 
5H$ 2.5 mg, SO,Zn, 7H,O 2.5 mg, SO,Cu, 5H20 1.25 mg. 
On ajoute 5 ml d’une solution d’EDTA constitu&e comme suit: 
SOIFe, H,O 0.1 g, EDTA Na, 1,325 g dans 11. H,O, et 1 ml 
d’une solution contenant: H3B0. 0,l M0702,Na 0,2g, 
Cl&O, 6H,O 0,2 g. SO&d, 8Hz0 0.2 g, CI,Ni, 6H,O 0.03 g 
pour 11. H20. 
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