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Abstract-Sterol components of Gnomoniu leptostylu mycelia have been investigated from in vitro cultures in which 
sexual and asexual morphogenesis are induced by temperature and light conditions. The nature and content of free 
sterols and sterol esters were determined by MIKE spectrometry. Relations between sterol composition (total sterols; 
Ass7 and A5 sterols) and reproductive morphogenesis are discussed, particularly with respect to the degree of sexuality 
induced. 

INTRODUCTION 
Le cycle complet de Gnomonia leptostyla, champignon 
Pyrtnomyc&e responsable de I’anthracnose du noyer, a 
pu Btre rtalisk ‘in vitro’ sur des milieux culturaux gtlosks 
ou liquides. Les facteurs de l’environnement, notamment 
la lumikre et la tempkature, interviennent de fawn 
dbterminante dans I’accomplissement du cycle, c’est-& 
dire dans le dtveloppement des morphogentses repro- 
ductrices [l-3]. 

Ainsi, l’klairement des cultures induit les morphogenk- 
ses conidiennes mais dont la nature est rkgie par le 
facteur thermique: macroconidiogentse iI 20” et micro- 
conidiogenkse B 10”. A I’inverse, la morphogenbe sexuke 
conduisant g la formation de pkrithtces est photo- 
inhibke ce qui constitue un cas trts original parmi les 
Ascomycktes Pyrknomycttes. Si la diffkrenciation des 
p&&h&es, g I’obscuritk, accepte une gamme de temp&a- 
ture assez large, par contre leur maturation, caractt+riske 
par la production des ascospores, reste tributaire de 
I’action du froid: ZI 20”, les &&h&es se forment mais 
restent sttkiles; ils marksent dans les cultures a 10”. 

La possibilitb d’obtenir, avec un m&me milieu cultural 
liquide chimiquement dCBni, les diffkrentes morpho- 
gen&ses reproductrices de faGon stlective et pratique- 
ment exclusive g&e a I’action des facteurs tempkrature 
et kclairement, foumit, avec le Gnomonia leptostyla, un 
modbleexpkrimentalintCressantpourl’ttudedesrelations 
morphogentse-mktabolisme [3]. 

Dans les phknomknes de reproduction des champig- 
non% il est g p&sent reconnu que les stCrols peuvent 
jouer un r6le essentiel. Ceci est particuliCrement bien 
btabli chez les Pythiaceae qui, incapables d’effectuer la 
biosynthkse des composks stiroliques, ndcessitent un 
apport de sttrols exogtnes pour induire les morpho- 
genbes reproductrices sexukes et asexukes [4]. Chez 
d’autres Phywmyc&es, comme I’Achyla bisexualis, 
les stkrols sont des prkurseurs d’hormones impliqutes 

dans la reproduction sex&e [S]. Si les analyses de stkrols, 
notamment chez les levures et divers champignons 
tilamenteux [6,7], ont fait l’objet de nombreux travaux, 
nosconnaissancesencequiconcemelesrelationsentreces 
composbetladiffkrenciationdesstructuresreproductrices 
chez les Ascomycktes sont encore trb limit& [4]. Les 
possibilitb morphogkniques des cultures in vitro de 
G. leptostyla ont done 6tC utiliskes pour ktudier la com- 
position sttrolique du thalle et ses rapports avec l’in- 
duction des dilkents types de reproduction. 

RESULTATS 

Les quantitb de sttrols extraites des cultures de 
G. leptostyla oh sont induites, sous I’action des facteurs 
lumitre et tempkrature, les diffkrentes morphogenbes 
reproductrices, sont don&s dans le Tableau 1. Pour 
chaque condition de culture sont tgalement indiqub les 
pourcentages relatifs de stkols libres et de stkrols 
est&ifib. 

On constate que les teneurs en stkrols totaux aug- 
mentent trb nettement dans les cultures irradikes: g 20 
les poids de stkrols a la lumitre sont presque deux fois 
plus klevks qu’g I’obscuritt. Si l’accroissement pond&al 
inttresse g la fois les stkrols libres et les stirols estkrifk, 
il faut remarquer que l’kkvation des stkrols estbifiks 
est plus importante dans les cultures kclairks comme 
le traduisent les variations des pourcentages relatifs. 

On notera que la temfirature de culture modifie 
aussi quantitativement les deux fractions stkroliques; le 
froid, g la lumike comme & I’obscuritt, provoque une 
augmentation de la teneuren sttrolslibreset une variation 
inverse des stkrols estkifib. 

La nature et les pourcentages respectifs des diffkrents 
stkrols isolb de G. feptostylu sont don& dans le Tableau 
2. Ce tableau montre la grande diversit& de ces composb, 
aussi bien sous formes libres que sous formes estkrifikes, 
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Tableau 1. Quantiks de sttrols totaux, libres et esttrifih (en 
mg pour IO0 g de mycklium lyophilist) isolb de G. leptostyla 

aux diffkrenres conditions culturales 

Conditons 
cullurales 
--- 

S&ok totaux Sttrols libres Stkrols 
esttriliks 

20’ obscurik 140 132 (94 %) 8 (6%) 
20” lumitre 270 230 (85 %) 40 (15%) 
lo’ obscuritk 180 177 (99.5 %) 3 (1.5%) 
10” lumitre 260 244 (94 %) 16 (6%) 

Les pourcentages relatifs des stkrols libres et estirifks sent 
donnb entre parenthkes. 

et ceci g&e A l’extreme sensibilitk des techniques 
d’analyse utiliskes qui ont permis de doser des con- 
stituants trb intgalement reprtsentks. Les identifications 
reposent en partie sur la valeur des R, en chromato- 
graphie sur couche mince (CCM) mais surtout sur les 
spectres de masse des diffkrents composb, obtenus par 
une m&ho& originale utilisant un spectromttre de masse 
A gkomktrie inverske [8] (cf. Partie expkrimentale). 

Les stkrols ont Cti: identifib par leurs fragmentations 
caractkristiques et pour une Partie d’entre eux par 
comparaison avec des compotis de rtfkrence de stirko- 
chimie bien dkfinie: dihydro-5,6 ergostkrol, brassicastk- 
01, ergosta-7 tne ol-3fi, campestkrol, campestanol, sito- 
stbol, sitostanol. Les caracttristiques en spectromktrie de 

Tableau 2. Nature et pourcentages relatifs des stkrols libres et est&ifitS isolks de G. leptostyla aux diffkrentes conditions culturales 

20’* 10Cf 
Obscuritt Lumitre ObscuritC Lumitre 

STEROLS LIBRES 

AS -cholesttrolt M+ 386 
-m&hyl-24 cholesta-5.22 dikne ol-3jt M+ 398 
-mklhyl-24 cholestkne-5 01-3 /?t M+ 400 

1 
28 

5 

-stCroI en C,, dimtlhyl-4,24 cholesta-5,22 dikne 01-3 /3 1 M+ 412 1 

-kthyl-24 cholestane 01-3 fit M+ 416 
-mklhyl-24 cholestane 01-3 /?t M + 402 

Ethyl-24 cholestkne 5 01 3-/7t 1 
M+ 414 

dimklhyl4.24 cholesttne 5 01-3 /?t 

I 
1 

traces 

-sttrol en C,, M * 426 
4, -m6thyl-24 cholesla-7,22 d&e 01-3 /?t M + 398 

-mtlbyl-24 cholesttne-7 01-3 /Jt M + 400 
A 

“’ 

1 
19; 

1 
3 
6 

1 
4 

-ergosttrolt M’ 396 49 40 
-ergostat&rahne 01-3 B M + 394 1 1 
-kthyl-24 cholesk-5,7,22 tritne 01-3 B M + 410 1 2 
-ergostatri=?ne 01-3 fl M + 396 2 3 

ETEROLS ESTERIFIES 
A, -cholesttrolt 

-mtlhyl-24 cholesta-5,22 dikne 01-3 j?t 
-mkthyl-24 cholesttne-5 01-3 fit 
--ethyl-24 cholestane 01-3 bt 
--mtlhyl-24 cholestane 01-3 /?t 
-ethyl-24 cholestene-5 01-3 /Ii 

dimtthyl-4,24 cholesttne-5 01-3 /J$ 
--stkrol en C,, 

A7 -mtthyl-24 cholesla-7,22 diene 01-3 /?t 
-m&hyl-24 cholesttne-7 01 3-/?t 

A 3.7 
--ergostkrolt 
-ergostatktratnol3 fl 
--&hyl-24 choleste-5.7.22 tritne 01-3 /.3 
--ergostatritne 01-3 /I 

11 
50 
24 

5 
- 
10 

traces 
- 
- 
- 

6 
41 
33 
- 

- 
- 
- 
- 

I 
3 

7 
- 

-. 
5 

5 

3 
22 

3 

traces 
33 
14 

1 1 l- 
1 <I 

<I 

I 1 
1 

<l 

- <I 
2 3 

64 45 
1 1 
1 1 
1 I 

24 4 
41 36 
20 28 

2 1 
<I 

13 
I 2 

3 
- 4 

16 
- - 
- 1 

2 

%d’ergostbol dans les s&ok totaux (calculk en fonction des 
% dans les stkrols libres et estdrifk) 46 34 63 43 

* k pourcentages indiquks correspondent aux intensitks relatives des ions molkculaires dans les spectrg de maw conventionnels 
ds fractions de chromatographie sur plaque, compte-tenu de leurs poids relatifs; les intensitks sent corrigkes pour la contribution 
des pits isotopiques. 

t Spectres cornparks avec les spedres des produits de rkfkrence suivants: cholestkrol(386), brassicastcrol(398). campestirol (400), 
P sitostanol (416) /I sitosttrol(414). campestanol (402), 5$-dihydrogersotirol(398), ergosta-7 tne 01-3/l (400). ergosterol (396). 

$ Mtlange possible d’kthyl-24 cholesttne-5 01-38 et de dimtlhyl-4.24 cholesttne-5 ol-3B car en plus des fragmentations caracteri- 
stiques du /I sitostkrol on observe un pit assez intense P m/e 287 qui peut correspondre & un squelette sdrolique privk, de chaine 
la&ale et mtthyk sur le noyau. 

0 + ethyl-24 cholesttne-7 01-3 /I. 
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Tableau 3. Principales fragmentations en spectrom&tie de masse des sttrols iso& de Gnomonia leptostylo 

Sttrols M+ 
-.. 
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-cholestQol 386 

-m&hyl-24 cholesta-5.22 dibne 01-3 /I 398 

-m&hyl-24 cholesdne-5 01-3 /I 400 

-sterol en C,, 412 
-dimtthyl-4,24 cholesta-5,22 dihne 01-38 412 
--&hyl-24 cholestane 01-3 /I 416 

-mCthyl-24 cholestane 01-3 /I 
Ethyl-24 cholesttne 01-3 /I 

402 
414 

-dimtthyl-4,24 cholesttne-5 01-3 /I 
-sttrol en C,, 
-mkthyl-24 cholesta-7,22 diene 01-3 j? 

- mkthyl-24 cholesta-5.7.22 tritne 01-3/I (ergostkrol) 

- mkthyl-24 cholesttne-7 01-3 B 
-ergostatbtratne 01-3 B 

<thy]-24 cholesta-5,7,22 tritne 01-3 /I 

-ergostatri&ne 01-3 /I 

414 
426 
398 

396 

400 
394 

410 

387 (M-Me), 257 (M-CL-H,O), 233 (M-CL-42), 215,276 
396 (M-H,O), 381 (M-H,O-Me), 329 (M-H,O-C,H,), JQj (M-H,O- 
C,H,), 275 (M-H,O-C,H,,) 273 (M-CL), 255 (M-CL-H,O), 213 
(M-CL-H,O-42) 
399 (M-Me), 396 (M-H,O), 287 (M-CL), 269,227 
411 (M-Me), 408 (M-H,O), 383 (M-43). 300,271 (M-CL-ZH), 255,213 
383 (M-Me), 380 (M-H,O), 355 (M-43). jQJ 273,271 (M-CL-2H),255 
213 
378 (M-H,O), 363 (M-Me-H,O), JjJ (M-59), 271 (M-CL) 253 
(M-CL-H,O), 211 (M-CL-H,O-42) 
385 (M-Me), 382 (M-H,O), 271 (M-CL-2H), 273.255,246,231,213 
379 (M-Me), 376 (M-H,O), 361 (M-H,O-Me), 355 (M-59), 271 
(M-CL), 269,253,251 
395 (M-Me), 392 (M-H,O), 377 (M-Me-H,O), 351 (M-59), 271 
(M-CL), 253,211 

392 381 (M-Me), 378 (M-H,O), 300,269 (M-CLZH) 

368 (M-H,O), 353 (M-H,O-Me), u)1 (M-H,O-C, H,), 275 
(M-H,O-C,HJ 255 (M-CLH,O), m (M-H,O-C,H,,), 213 
(M-CL-H,042) 
380 (M-H,O), 300 (M-partie CL), 271 (M-CL-ZH), 
255 (M-CL-H,O), 213 (M-CL-H,O-42) 
382 (M-H,O), 367 (M-H,O-Me), J.U (M-H,O-C,H,), 289 (M-H,O- 
C,H,) &l (M-H,O-C,H,,), 255 (M-CL-H,O), 213 (M-CL-H,O-42) 
397 (M-Me), 394 (M-H,O), J&l (M-71). 301,271 (M-CL-2H) 
397 (M-Me), 394 (M-H,O), 314,287, m (M-CL-ZH), 269,227 
401 (M-Me). 398 (M-H,O), 257 (M-CL-H,O), 233 (M-CL-42). 215, 
290 

CL = Chaine latbale. 

masse des stCrols isolks sont don&s dans le Tableau 3. 
Cependant, la configuration des groupes Cthyl ou mtthyl 

en C,, ne peut pas Btre dkduite des rbultats obtenus: 
isombes 24-R et 24-S existent tous deux dans les orga- 
nismes vivants, mais ne peuvent pas etre s&parks par 
chromatographie dans les conditions dans lesquelles 
nous travaillons, ou distingub en spectromktrie de masse. 
La faible quantitt de stkrols obtenus now emp&he de 
mesurer k-s rotations spkcifiques, critbre physique per- 
metant de d&signer la configuration en C-24. Nous 
adopterons done, pour les d&ire, la nomenclature 
systkmatique. 

L’ergostkrol, le methyl-24 cholesta-$22 di&ne 01-38 et, 
B un degrk moindre, le mtthyl-24 cholesttne-5 01-3 8, 
reprtsentent les principaux stkrols libres. Dans les 
stirols esttrifib la reprbentation des divers types de 
sttrols est bien diffkrentes: si le-methyl-24 cholesta-5,22 
dihne 01-38 devient le constituant le plus abondant, 
l’ergosttrol par contre disparait totalement (a I’exclusion 
des cultures B lo”, lumitre) et on assiste il une Ckvation 
trb sensible du m&thy]-24 cholest&ne-5 ol-3/? ainsi que du 
cholestkrol pour lequel l’action favorisante du facteur 
obscuritk est particulikement nette; il en est de m&me de 
l’kthyl-24 cholestkne-5 ol-3B. Dans ce meme tableau est 
6galement donnt le pourcentage d’ergostkrol total, c’est- 
g-dire la teneur des stkrols totaux en ergostkrol calcuk B 
partir des pourcentages relatifs de sttrols libres et de 
sttrols eSt&i!XS. 

En ce qui concerne les composts stkroliques mineurs, 
parmi les stkrols libres, le sttrol en C,, (M+ = 412) qui 
accompagne le dimtthyl 4,24 cholesta 5,22 ditne 01-3/J 
pourrait Etre le dimtthyl-23,24-cholesta-5.23 ditne 01-3/l 
dont le spectre de masse conventionnel prksente un ion de 
masse m/e = 341 assez intense [9], comme ckt le cas 

le spectre du compoti isolt. Le sttrol en C,, (M + = 426) 
qui ne se trouve que dans les stkrols isolb A partir du 
champignon cultivt A 20” et il I’obscuritk, pourrait Stre le 
propyl-24-brassicastkrol. Le sdrol ayant un ion molk- 
culaire g 410 est un stkrol en C,, avec trois doubles 
liaisons. Lespectreprkentedesfragmentationsidentiques 
g celle de l’ergostkrol, mais avec des signaux augment& de 
14 unit& de masse pour les masses Clevkes, ainsi 395 
(M-15), 392 (M-18), 377 (M-(15 + IS)), 351 (M-59). Ce 
dernier fragment est caracdristique du noyau ergostkrol, 
indiquant que le groupe methyl additionnel est plack 
sur la chaine. Le nom de corbistkrol a Ctt donrk g ce 
stCro1 dkjja connu [lo]. 

Les Tableaux 2 et 4 classent les diffkrents sttrols 
isolts en 3 catbgories, selon la position des doubles 
liaisons sur le noyau stkrolique soit C,-C, (A,), soit 
C,-C, et C,-C, (A5,,), soit C,-C, (A,). Dans ce classement 
nous n’avons pas tenu compte du stkrol dtnommk 

Tableau 4. Pourcentages relatifs des sttrols A7, A3,, et As dans 
les sttrols libres et estCrifiCs de G. lepotostyla en fonction des 

diffkrentes conditions culturales 

Conditions 
culturalcs 

wrols A, A 
5.7 4 

20” obscuritt 

20” lumitre 

10” obscurite 

10” lumitre 

libres 9 51 38 
esttrifiks - too 

libres 5 z 49 
esttrifk - 5 90 

libres 2 66 31 
estCrit%s - - loo 

libres 3 47 49 
esttrifiks 7 17 74 
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Fig 1. Pourcentages des stkrols A, ( q ), A5 , (0) et A, ( E) dans 
les stkrols totaux de G. leptostyla cultivk h 20’. Obscurite (A) 

20”. LumiQe (B), lo’. Obscuritt (C)et lumitre (D) IO”. 

ergostatritne-01-38 de masse 396, isomkre de l’ergostkrol 
car nous n’avons pas nettement pr&cid la position des 
liaisons prksentes; ceci explique pourqui le total des 
sttrols n’atteint pas 100%. La Fig. 1 et le Tableau 4 
montrent que l’kclairement des cultures provoque une 
augmentation globale des stkrols A,: en fait, cette 
augmentation ne s’observe que dans les stkrols libres, la 
composition de stkrols estkrifiks Ctant influencke de 
fwn inverse par le facteur lumineux. Les sttrols As ,, 
constitub essentiellement d’ergostkrol, prbdominent’rl 
l’obscuritt et notamment il IO” 

DISCUSSION 

Les rksultats prtckdents permettent d’abord quelques 
observations si l’on considtre la nature et les pour- 
centages relatifs des stkrols isolts des thalles de G. 
leptostylu (Tableau 2). Ainsi, on note en plus de la richesse 
en ergostirol, constituant habitue1 et majeur des stCrols 
fongiques, une teneur Clevke en mkthyl-24 cholesta-$22 
di&ne 01-3/l dont la prksence en quantitks importantes n’a 
Cti signal& que chez certains dermatophytes [6]. Le 
mtthyl-24 cholesttne-5 01-3/l est rarement rencontrk 
chez les champignons: il est prbent chez G. leptostyla et 
atteint des pourcentages Bevks dans les stkrols estCrifiCs. 
A l’inverse, les fractions stiroliques ne renferment jamais 
d’tpisttrol. Ce composk, considtrt comme un prkcurseur 
de l’ergostkrol [l 1, 121 a, par contre ttC plusieurs fois 
identifik chez les Pyrknomydtes [13, 141 et constitue 
les constituant majeur des stkols de la Mucorale 
Phycomyces blakesleeanus [ 153. 

La comparaison des teneurs en stkrols en fonction des 
conditions de culture c’est-&dire dans des thalles oh 
l’on a induit sklectivement les diffkrentes morphogenkses 
reproductrices caractkristiques de G. leptostyla, est 
Cgalement intkressante. Lklairement descultures, facteur 
inducteur de la macroconidiogenkse et de la micro- 
conidiogedse, provoque une activation des syntheses 
stkroliques (Tableau 1) qui est de l’ordre de 40% B 10 
et supkrieur g 90% g 20”. Av& le Leptosphaeria typhae 
[13], l’irradiation des thalles ne modifie pas de facon 
pond&ale le ‘pool’ sttrolique mais chez ce champignon 
il n’existe pas de conidiogenkse.. Par contre, chez le 
Rhizopus arrhizus [7] la lumikre accroit le contenu 
sttrolique dans le mydlium et cette tlkvation est con- 
comitante des phknomtnes de sporulation asexuke. 
Par ailleurs, il a ttt dkmontrk que l’apport de stkrols 
exogtnes exerpit une stimulation de la production des 
conidies chez les Duetkromycktes Stemphylium solani 

[16] et Phymatotrichum omnioorum 1173. On peut done 
envisager une corrklation entre tltvation du contenu 
sttrolique et induction de la conidiogenkse chez G. 
lepostyla. 

De mEme que l’ont montrk des analyses de st6rols 
chez diverses e&es d’Ascomydtes [lS], les stkrols 
libres reprtsentent la majeure partie des stkrols totaux de 
G. leptostyla (Tableau 1). Si le r8le des s!irols comme 
constituants des systkmes membranaires est actuelle- 
ment bien Ctabli [18], il n’en est pas de meme du r6le 
respectif des stkrols libres et des stkrols es&if& [7]. 
Les esters de stkrols pourraient constituer une r&serve 
de stkrols et seraient alors associks g une rtserve de 
lipides [19]. Les rbultats obtenus avec Phycomyces 
blakesleeanus [15] n’ont cependant pas permis de 
justifier cette hypothtse. Chez G. leptostyla. l’kclairement 
des cultures entraine,g 2O’comme g lo”, une tlkvation 
plus marquk. des quantitts d’esters stkroliques que de 
stCrols libres (Tableau 1). Chez ce champignon des 
rbultats anttrieurs [3] ont mis en 6vidence que la 
lumihre rkduisait les synthkes lipidiques: les thalles 
conidiogtnes produisent deux fois moins de lipides 
neutresquelesthallesa~rithCcesdCveloppesrll’obscurith 
Cette discordance entre les conditions qui favorisent les 
synthkses lipidiques, glyctrides en particulier et les 
synthbes stkroliques, notamment les formes estbrifikes, 
met en doute le r6le de rkserves que pourraient avoir ces 
substances. 

Les morphogenbes reproductrices auxquelles con- 
duisent les conditions d’kclairement et de temperature 
peuvent Etre caracttriska par leur degrC de sexualisation. 
Dans les cultures macroconidiogtnes toute morpho- 
gedse sexuke est inhibke. Les thalles microconidiogtnes 
sont le sitge d’une sexualisation mile puisque le r8le 
uniquement spermatogtne des microconidies a iti 
dtmontrk [20]. Si l’obscuritk induit la diffkrenciation des 
p&ith&s, cette morphogenkse femelle ne peut s’expri- 
mer totalement & 20” par suite d’une thermo-inhibition 
de la maturation des organes sex&s [2,12] : la sexualisa- 
tion femelle n’est done compkte qu’g 10’ B I’obscuriti oti 
l’organogentse pkrithkciale parvient g son terme: la 
formation des asques et des ascospores. On peut done, 
selon les conditions culturales, ttablir un gradiant de 
sexualisation qui peut 2tre schtmatisk de la faGon sui- 
vante: macroconidiogedse (20” lumitre) + microconi- 
diogenkse (loo lumitre) + pkrithtces stkriles et abortifs 
(20” obscuritk) + pkrithtces fertiles (10” obscuritt). 
L’kkvation du degrt de sexualisations s’accompagne d’un 
enrichissement des sttrols totaux en ergosttrol dont le 
pourcentage dkpasse 60 % dans les cultures g pkrithtces 
fertiles (Tableau 2). Ces rksultats rejoignent ceux qui ont 
ktt obtenus avec Leptosphaeria typhae [13a] oh dans les 
thalles sexuali&, c’est-&dire producteurs de pkrithtkes, 
le taux d’ergosttrol est Cgalement plus ClvC que dans les 
thalles stkiles. 

I1 est d’autre part connu que la biosynthtse des 
stkrols A?*, s’effectue il partir des stkrols A, et que ces 
stdrols dunsaturks sur le noyau B de la molkcule con- 
duisent ensuite B la biosynthtse des st&rols As [19]. 
Ces voies mktaboliques A, + As7 -+ A, dans la bio- 
synthise des composks stkroliquds ont kgalement ttk 
reconnues chez les champignons [22]. Si l’on suit les 
variations des pourcentages des stkrols A5 , et As (Fig. I 
et Tableau 3) lorsque s’bkve le degrC de’ sexualisation 
(cultures B 20” lumihre + 10” lumiere + 20” obscuritk + 
lo” obscuritk), les taux de ces deux groupes de stkrols 
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tvoluent en sense inverse on assiste A une tltvation des 
pourcentages des stirols As, (dont I’ergostCrol est le 
constituant majeur) et A une’diminution des sttrols As. 

L’induction des morphogenbes A sexualisation de plus en 
plus marquke apparait associke g un ralentissement ou B 
un bloquage partiel de la transformation des stkrols 
AS,, en sttrols As ce qui pourrait expliquer les teneurs 
tlevkes en ergostkrol dans la thalles fortement sexualisb. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Organisme et methodes de culture. Le.s souches de ti. leptosryla 
proviennent d’isolats monospermes d’ascospores B partir de 
p&rith&s form&s dans la nature sur feuilles mortes de noyer. 
Elles sont entretenues sur tranches de carotte en tubes de Roux 
et sur ‘oat meal agar’ Difco g 3Og/l. Ces dernibres cultures 
pla&s & 20” sous photop&iodes de I2hr deviennent macro- 
conidioghnes (1) et sent utilis&s pour l’inoculatlon des tioles de 
culture. Par suite de I’h&rothallisme de C;. leptostyla [23] cette 
inoculation est r&Ii& avec un melange de macroconidies de 
souches A et a. Le milieu cultural qui sert B la production du 
matCriel v&g&al pour les analyses de stCrols a la composition 
suivante: KH,PO,: 0.8 g; Ca (PO,H,),, ZH,O: 0.2 g; MgSO,, 
7H,O: 0.5 g; MnSO,, H,O: 0.01 g:ZnSO,, 7H,O: 0.01 g; 
CuSO,, 5H,O: 0.005g; FeSO,, 7H,O: 0.001 g; D-ghCOSe: 

5 g; L-z-alanine: 0.15875 g;L-shrine: 0.1875 g; thiamine: lOO)cg: 
biotine: 5 pg; eau distill&e.: IOOOml q.s.p.: pH 6. Ce milieu est 
reparti par fractions de 100 ml, en fioles de Roux de I I. Les 
cultures en fioles plac&s g la lumitre rwoivent un flux &erg*- 
tique moyen de 400 pW/cm’. Quatre series de culture diffkrentes. 
ddfmies par les conditions de temp&rature et d’&clairement, 
permettent d’obtenir de faqn sdlective les morphogen&es 
reproductrices suivantes: macroconidiogentse B 20” lumitre, 
microconidiogentse B IO’ lumi&e. p&ith&es &riles et abortifs & 
20” obscurit& pCrithtces fertiles g 10 obscuritt. La vitesse dc 
croissance btant influenc& par les condrtions culturales, 
les rCcoltes sent effectuCes lorsque le rendement pond&al 
devient maximum soit au 20 tme jour g 20” lumi&e, 21 tme 
jour g 20” obscuriti: 25 ime jour g lo’ lumiere et 28 tme 
Jour a lo” obscuritb. Le myctlium e-st recueilli par filtration sur 
verre frittC, lavea I’eau dlstlll& et lyophilis&. Les lyophilisats sent 
conserv&s ;Z - 20; jusqu’8 I’analyse. 

Extraction et identijication drs stkrols. Les lipides sent 
extraits au Soxhlet sous atmosphire d’azote, h I’aide d’acetone et 
du melange CHCI,-MeOH (2:l). Les stCrols libres sent preci- 
pit& par la digitonine: les sterols esttrifies sent saponifib par 
la potasse methanolique rl IO% et prtcipitb. La purification des 
st&ols s’effectue sur silice G (2mn) en utilisant le solvant 
C,H,-E1OAc (5: I). IIs sent ensuite fraction&s par CCM 
AI,O,-AgNO, utilisant le solvant CHCl,dther de p&rolc- 

a&one (6:3:1) [13a]. On s&pare ainsi l’ergosttrol (R, 0.08) 
des sterols en As (R, 0.50) et des stetols en A, (R, 0.65). Chaque 
groupe de sttrols est ensuite analyst+ par spectrometrie de masse 
en utilisant un spectromttre B geometrle invers&. [8] (Vanan 
Mat 31 I A), les constnuants &ant caracterisis par leurs spectrcs 
MIKE (mass analysed ion kinetic energy spectra) [24]. Cette 
technique qui permet I’analyse de mllanges complexes de 

composb organiques sans stparation physique pous& des 
constituants a fait l’objet d’une revue r&centc [25]. En &sum& 
la m&ho& consiste & comparer le spectre MIKE d’un ion 
molCculaire d identifier g ccux de substances rtfbrence. Lorsque 
ces derni&es ne sent pas accessibles. on peut degager les princi- 
pales caractkristiques structurales des prod&s g analyser en se 
basant sur les fragmentations observks dans les spectres 
d’energie clnCtique. En effet, ces fragmentations bont. dans la 
plupart des cas. comparables g celles d&rites dans la litteraturc, 
en spectromitrie de masse conventlonnelle. II est B constater que 
les pourcentages relatifs des stCrols obtenus par analyse de 
spectra de masse du mtlange global, sent identiques B ceux 
calculQ grace aux masses pond&ales des diN&rents stCrols 
(ergosterol, A,, A:l isoles par CCM. Ceci confirme la trts 
grande pr&ision de cette methode d’analyse. 
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