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C,,H,,O, 258.126); HOC,H,eHMe 121 (1001. 10mg 12 

iiberfiihrte man in 0.5 ml Ac,O durch 3 hr Erwarmen auf 70” in 

das Diacetat 13, farbloses 01, IR cm-‘: PhOAc 1770. MS: M+ 

m/e 342.147 (1.5 %) (ber. fiir C,,H,,O, 342.147); -Keten 300 

(5); HC,H,dHMe 121 (100): MeCO’ 43 (85). 

[a]:,* = _Ti _ fli ~~3~~ (c = 0.48). 

4-[l’-Cinnomoyloxy-ethy&phenol (f$ Farbloses 01, das nicht 

rein isoliert werden konnte. Man erwLrmte 1 hr in 0.5 ml 

Ac,O auf 70” und erhielt nach DC (Ether-Petrol 1: 1) 60 mg 7, 

farbloses 01, IR cm-’ : PhOAc 1770; C=CCO,R 1720, 1640. 

MS: M+ m/e 310.121 (3%) (her. fiir C,,H,,O, 310.121); 

-Keten 268 (45); -ACOC,H,CH=CHCO; 121 (100); 
MeCO+ 43 (44). 1. 

[a];,* = _Ti _ fii ‘_“I:: (c = 0.53) 

2. 

4-C I’-Methoxy-ethyT1-phenol(S). Farbloses 01, IR cm- I : OH 3. 

3610; Aromat 1620, 1605. MS: Mf m/e 152.084 (5%) (ber. filr 4. 

C,H,,O, 152.084); -MeOH 120 (100). 

l’, I’-Bis-[4- ethylphenofl-ether (12). Farbloses 01, IR cm- ’ : 5. 

OH 3600: Aromat 1615. MS: M+ m/e 258.126 (22%) (her. fiir 
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INTRODUCTION 

Le champignon Leptosphaeria typhae (Ascomyckes, 
ordre des Pl6osporales, famille des Pleosporaceae), 
cultive sur un milieu convenable, produit de grandes 
quantitCs de pCrith&es lorsqu’il est &lair6 selon un 
rythme nycthCm&al; maintenu B 1’obscuritC constante, il 
demeure St&rile et strictement my&lien. Une dtcoction 
d’avoine g 20 g/l constitue un excellent milieu de culture 
pour ce champignon; lorsqu’il se dCveloppe sur ce sub- 
strat, sa fertilisation est t&s abondante et rapide; les 
premiers p6rithZces apparaissent au 7tme jour du 
dCveloppement. Une Ctude des stCrols des mycCliums 
fertiles [l] met en Cvidence le seul ergostirol, alors que 
les colonies stCriles v&g&ant d I’obscuritC contiennent 
une plus grande variCtC de ces corps. Mais le cholestCro1 
n’est jamais d6tect6 

Dans ce. milieu, la meilleure source de carbone est le 
xylose et celui-ci doit Btre fourni en faible concentration 
(2.5 g/l) pour que le champignon soit fertile; si on aug- 
mente le taux de glucide, la fertilitt se reduit puis dis- 
parait. Dans ce travail, nous avons cherchC g connaitre 
l’holution des sttrols my&liens, et en particulier de 
l’ergost6rol et du cholest&ol, lorsque l’on sttrilise pro- 
gressivement Leptosphaeria typhae par une Bltvation de 
l’apport de xylose. Cette nouvelle exptrience, comme les 
prtcCdentes, est basee sur l’hypothtse que les sttrols 
pourraient jouer un r61e dans le processus de sexualisa- 
tion des champignons. 

R&ULTATS 

CultivC dans les mtmes conditions sur un milieu Le champignon est sexuellement fertile sur un milieu 
chimiquement dXmi [2, 33 mis au point pour son 
dCveloppement, Leptosphaeria typhae est aussi riche en 

contenant seulement 2.5 g/l de xylose. A 10 g/l la pro- 
duction de p&h&es est fortement rtduite; elle devient 

p&&h&es, mais l’apparition de ceux-ci est retardCe dk nulle pour des concentrations en glucides plus BlevCes. Le 
48 hr. On constate une perturbation de sa composition poids de mat&e &he augmente presque proportion- 
st&olique, avec en particulier l’apparition de cholest&ol. nellement g la teneur du milieu en xylose jusqu’8 20 g/l. 
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Fig. 1. Evolution du poids de mycelium set obtenu en fonction 
de la teneur du milieu en xylose. 

Au-delh, la croissance est inhibee et la masse de my&hum 
est reduite (Fig. 1). 

Les quantites de sterols extraites des cultures de 
Leptosphaeria typhae dans les differentes conditions, 
sont donnees dans le Tableau 1. Pour chaque condition 
culturale sont Cgalement indiques les pourcentages 
relatifs de sterols libres et de sterols esterifies. On con- 
state une diminution reguliere de la quantite de sterols 
jusqu’k 20 g/l de xylose puis une brusque augmentation 
lorsque le milieu contient une forte proportion de glu- 
tides (40 g/l de xylose). 

La nature et les pourcentages respectifs des differents 
sterols isoles de L. typhae sent don& dans le Tableau 2. 
Le tableau montre la grande diversite de ces composts, 

Tableau 1. Quantites de sterols totaux, hbres et esterifies (en 
mg pour IOOg de mycelium lyophilise) isoles de L. r?;phar aux 
differentes conditions culturales (lcs pourcentages relatrh des 

sterols libres et esterifib sont donnds entre parentheses) 

Conditions 
culturales 

St&ok 
totaux 

Wrols 
libres 

St&ok 
estirifics 

2.5 g/l xyiose 120 109 (91 “J I I (9”“I 
10 g/l xylose 62 60 (97.5 “,,) 2 (‘.5’>/,) 
20 g/l xylose 38 36.5 (96.5”,,) 1 5 (-3 5 :‘{,I 
40 g,‘l xylose 160 14’) (9X “,,) 1 I 17 ;,,,I 

aussi bien sous formes libres que sous formes esterifiees. 
Les identifications reposent sur la valeur des R, en 
chromatographie en couche mince (CCM) des temps de 
retention en chromatographie gaz Iiquide [4. 5) et grace 
aux fragmentations caracteristiques des sterols libres 
[6,7] ou propionyles en spectrometrie de masse. Certains 
sterols ont Cte compares avec des composes de reference 
de sttreochimie bien definie: dihydro-5.6 ergosterol, 
Cpisttrol, cholesterol, campesterol, sitosterol, stigma- 
sterol, sitostanol. Cependant la configuration des 
groupes ethyle ou methyle en C-24 ne peut 2tre deduite 
des resultats obtenus: les isomeres 24-R et 24-S existent 
tous deux dans les organismes vivants, et ne peuvent pas 
etre &pares par chromatographie dans les conditions 
dans lesquelles nous travaillons, ni distingues en spec- 
trometrie de masse. La faible quantite de sterols obtenus 
nous emptche de mesurer les rotations sptcifiques. 
critere physique permettant de designer la configuration 
en C-24. Nous adopterons done pour les decrire la 

Tableau 2. Nature et pourcentages relatifs des sterols libres et ester&% isoles de L. fyphur avec differentes conditions culturales 
-___I_.-__-~- 

2.5 g/l 10 gjl 20 g;‘l JO g/1 
Xylose Xylose Xylose Xylose 

Stbrols libres 
Ergosterol 
Methyl-24 cholestadiene-7,22, 01-3 /j 
Methyltne-24 cholestene-7 01-3 fi 
Ergostatriene 01-3 ,B 
Cholesterol 
Methyl-24 cholestene-5 01-3 fi 
Ethyl-24 cholestene-5 01-3 /i 
Ethyl-24 cholestadiene-5.22 01-3 /I 
Ethyl-24 cholestane 01-3 /I 
St&ok en C,,, C,, mono et diinsatures 4 a-methyl 

Sterols esterifies 
Ergosterol 
Methyl-24 cholestadiene-7,22 01-3 /I 
Methylene-24 cholestene-7 of-3 /I 
Cholesterol 
Methyl-24 cholestene-5 01-3 p 
Ethyl-24 cholesttne-5 01-3 /I 
Ethyl-24 cholestane 01-3 /I 
Ethyl-24 cholestadiene-5.22 01-3 p 
Methylene-24 lanostene-8 01-3 ,/I 
St&of. en C,, et C,, mono et diinsaturts, 4 a-methyl 

62 73 

25 15 
9 9 

1 
0.25 

1.75 

12 
25 
31 i 

6 6 
I8 10 

2 
0.25 
0.75 

30 
68 

76 
IO 
? 
3 
2.75 
0.25 
1.5 
15 

26 
38 
IS 
8 

10 

3 

61 
IX 
9 
3 
-3 s 
1 
I 
I.5 
I 
1 

75 
50 

6 

y,, D’ergosterol darts les sterols totaux (calcule en fonction des 57.5 71 73 56.5 
pourcentages dans les sterols libres et esteri!%) 
I’(, De cholesterol dans les sterols totaux 1.54 1.95 7.93 3.67 
Rapport ergosttrolicholesterol 37.33 36.41 25.25 15.39 
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Tableau 3. Principates fragmentations en spectrom6trie de masse des st6rols isoI~s de Leptosphaeria typhae* 

1407 

St6rols M + 

Cholest6rol 386 

Ergost6rot 396 

Ergostatri+ne ol-3/~ 396 
M~thyl-24 cholestadi6ne-7,22 ol-3 [3 398 

M6thyl~ne-24 cholest6ne-7 ol-3 fl 

M~thyt-24 cholest~ne-5 ol-3 13 

Ethyl-24 choles[adi6ne-5,22 ol-3 [3 

Ethyl-24 cholest~ne-5 ot-3 fl 

Ethyl-24 cholestane ol-3,6 

St6rols e n  C 2 9  , C30 mono, diinsatur6s, 4 ~-m6thyl 

M~thyl~ne-24 lanost6ne-8 ol-3 fl 

398 

400 

412 

414 

416 

4,2} 
414 
426 
428 
440 

368 (M - H 2 0  ), 353 (M - H20  - Me), 301 (M - H 2 0  - 
C~H~), 275 (M - H20  - C 7 H 9 )  , 255 (M - C1 - H20), 247 
( M  - H 2 0  - C g H I 3 ) ,  213 (M - CI - H20  - 42) 
Propionate" 368, 260, 255, 247, 213 
378 (M - H~O), 363 (M - Me - H 2 0  ), 337 (M - 59), 271 
(M - C1), 253 (M - CI - HzO), 211 (M - C1 - H20  - 42) 
381 (M - Me), 378 (M - H20), 300, 269 (M - CI - 2H) 
383 (M - Me), 380 (M - H20), 355 (M - 43), 300, 273, 271 
(M - C1 - 2H), 255, 213 
Propionate: 454, 439, 4 t l ,  380, 356, 329, 327, 302, 255, 213 
383 (M - Me), 314 (M - partie t21), 271 (M - CI - 2H), 255 
(M - C1 - H20  ), 246, 213, 213 (M - C1 - H20  - 42) 
Propionate: 454, 439, 380, 370, 327 
382 (M - H20), 367 (M - HzO - Me), 315 (M - H 2 0 -  
C 5 H 7 )  , 289 (M - H 2 0  - C 7 H 9 ) ,  261 (M - H20  - C 9 H 1 3 ) ,  

255 (M - CI - H20), 213 (M - C1 - H 2 0  ~- 42) 
Propionate: 382, 274, 255, 26t, 213 
397 (M - Me), 394 (M - H20  L 369 (M - Me - H20), 351 
(M - 43 - H20), 300 (M - pattie CI), 271 (M - CI - 2H), 
255 (M - Cl - H,O), 213 (M - CI - H 2 0  - 42) 
396 (M - H 2 0  ), 381 (M - H20  - Me), 329 (M - H 2 0 -  
CsHT), 303 (M - H20  -C7H9) ,  275 (M - H 2 0  - C9H3), 
273 (M - CI), 255 (M - CI - H20  ), 213 (M - C1 - H20 
-. 42) 
Propionate: 396, 288, 275, 255, 213 
401 (M - Me). 398 (M - H20  ), 257 (M - CI - HzO ), 233 
(M - CI - 42), 215, 290 
Propionate: 472, 398, 383, 257, 215 

394, 396, 408, 410 (M ÷ - H20), 285, 287 (M - C1), 269, 271 
(M - C1 - H20  ), 227, 229 (M - C1 - H 2 0  - 42) 

425 (M - Me), 407 (M - Me - H20  ), 356 (M - 84), 341 
( M - 8 4 -  Me), 323 ( M - 8 4 - M e - H 2 0 ) ,  259 ( M -  
CI - 56), 241 (M - CI - 56 - Me) 
Propionate: 496, 481,422, 407, 392, 241 

* C1 = Cha[ne !at6ra|e, 

n o m e n c l a t u r e  sys t6mat ique .  Les f r a g m e n t a t i o n s  carac-  
t6r is t iques  des  st~rols l ibres  isol6s son t  donn6es  dans  le 
T a b l e a u  3, ainsi  que  celles des  p r o p i o n a t e s  de  st6rots.  

Le st6rol l ibre  le p lus  a b o n d a n t  sur  t ous  les mil ieux est 
l ' e rgost~rol .  Sa p r o p o r t i o n  pa r  r a p p o r t  aux  au t res  corps  
d6 te rmin6s  s'616ve l o r s q u ' a u g m e n t e  la t eneu r  en  xylose 
puis  d i m i n u e  au-de lh  de 20 g/l p o u r  devenir ,  ~t 40 g/l, 
inf6r ieure / t  ce qu 'e l le  est  A 2.5 g/l. Le m6thyl-24 choles ta-  
diane-7,22 ol-3 fl sui t  une  c o u r b e  inverse.  Le  m6thyl~ne-24 
cho les t6ne-7  ol-3 fl, au t re  p r6curseur  de  l ' e rgost6rol  est  '/1 
peu pr6s cons t an t .  Le choles t6ro l  seul voit  sa  p r o p o r t i o n  
s '6tever r6gul i~rement ,  q u a n d  a u g m e n t e  ta concen t r a t i on  
en  xylose  (Fig. 2). 

Le p o u r c e n t a g e  de st6rols  est6rifi6s est  t ou jou r s  in- 
f6rieur /t 9 ~ .  Ce  s o n t  le m6thyl-24 choles tadi6ne-7,22 
ot-3 [3, et le m6thyl~ne-24 choles t~ne-7  ol-3 fl qui  en  con-  
s t i tuen t  l 'essentiel .  En  ce qui  c o n c e r n e  tes compos6s  
s t6rol iques  m i n e u r s  les st6rols en  C29 (M + 412, 414) et 
C3o ( M *  426, 428) on t  un  pic  i m p o r t a n t  ~ m/e 285, 287, 
des  f r a g m e n t a t i o n s  ~t m/e 269, 227 ce qui  peu t  i nd ique r  la 
p r6sence  d ' u n  m6thy le  supp l6men ta i r e  en  pos i t i on  4~. 
D e  plus, p a r m i  les s t6rols  est6rifi6s isol6s de la cul ture  
faite sur  un  mil ieu  c o n t e n a n t  10 g/l de  xylose,  se t rouve  
un  st6rol (M + 440) qui  p r6sente  les m 6 m e s  f r agmenta -  
t ions  carac t6r i s t iques  que  celles donn6es  dans  la lit6ra- 
ture  p o u r  le m6thyl~ne-24 lanos t~ne-8  ol-3 fl [8] .  

® • 

° / u 

g 

0_ • 

" f  I .t . . . . . . .  I ...... ~ ' C  
0 2 ,5  I 0 2 0  4 0  

Xylose, 91E- 

Fig. 2. Proportion de cholest6rol par rapport/~ l'ensemble des 
st6rols. 

DISCUSSION 

La st6ri l isat ion de Leptosphaeria typhae par  des  doses  
c ro i s san tes  de  xylose,  bu t  de  l 'exp6rience,  s ' a c c o m p a g n e  
jusqu ' / t  20 g/t d ' u n e  s t i m u l a t i o n  in t ense  de  la c ro i ssance  
v6g6tative. Mais  un  a p p o r t  de  g lucides  p lus  a b o n d a n t  
en t r a ine  une  inh ib i t ion  d ra s t ique  du  d6ve loppemen t ,  qui 
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pourrait etre due a un ‘engorgement metabolique’ des 
cellules ou a I’effet d’une pression osmotique trop Clevke 
g&rant la penetration des nutriments. 

Le Tableau 1 montre que la teneur en sterols du cham- 
pignon s’abaisse au fur et a mesure de sa sterilisation 
progressive; au contraire, chez Gnomonin leptostyla [lo] 
et Rhizopus arrhizus [ 111, a une orientation du developpe- 
ment dans le sens vegetatif correspond une augmentation 
du contenu sterolique. Cette opposition apparente est 
vraisemblablement due au fait que Leptosphaeria typha~ 
a un developpement vegetatif strictement my&lien alors 
que les deux autres champignons differencient des spores 
asexuelles. Par contre, lorsque le milieu contient 4Ogjl 
de xylose, le my&hum de Leptosphueriu typhae devient 
tr& riche en sterols; il s’agit peut-etre dune reaction 
cellulaire visant a reduire la permeabilite membranaire 
pour diminuer les pertes d’eau, comme semble I’indiquer 
l’elevation de la proportion de cholesterol. On peut con- 
siderer que, dans ce milieu, le champignon se developpe 
dans des conditions pathologiques, ainsi que le montre 
l’abaissement des poids de mat&e s&he totaie. 

L’ergostkrol est consid&& chez Gnomoniu leptostylu 
comme une sorte d’indicateur de 1’Ctat de sexualisation 
du champignon: plus la proportion de ce corps est 
elevee dans I’ensemble des sterols, plus la differentiation 
sex&e est complete. Les resultats regroup& dam le 
Tableau 2 paraissent exprimer que cette hypothese n’est 
pas valable pour Leptosphaeriu typhue. Mais le Tableau 1 
montre que la teneur mycelienne globale en sterols 
s’abaisse quand croit la richesse du milieu en xylose et 
done se reduit la fertilite sexuelle du champignon, ce qui 
entraine un appauvrissement des cellules en ergosterol. 
On remarque aussi une elevation de la proportion de 
cholesterol (Fig. 2). En effet, le cholesterol, que le cham- 
pignon ne synthttise pas lorsqu’il se developpe sur eau 
d’avoine [I], milieu tres favorable a sa reproduction 
sexute, apparait ici en quantites de plus en plus Clevees 
lorsque le taux de xylose augmente. La Fig. 3 indique que 
le rapport ergosterol/cholesterol s’abaisse au fur et a 
mesure que la fertilite sexuelle diminue. Le cholesterol 
semble &tre chez Leptosphueria typhae un indice de la 

Oli 

Xylose, g/L. 
Fig. 3. Variation du rapport ergostCrol/cholestCrol dam le 

mycklium. 

sterilite, ce qui recoupe I’idee suggerte par les resultats 
obtenus chez Gnomonia [eptostylu [lo], selon laquelle 
la sexualisation s’accompagnerait d’un ralentissement 
de la transformation des sterols A’,“, ici essentiellement 
represent& par I’ergosterol, en sterols A5 dont le plus 

important est chez Leptosphueriu ryphue le cholesterol. 
Cette transformation semble accelerte chez notre cham- 
pignon lors du processus de sterilisation. 

PARTIE WPJiRlMENTALE 

Cultures. Les cultures de L. t&ar se dtveloppent dam 

des holes de Roux de 1 1. contenant 100 ml de milieu syn- 
thktique liquide [3]. Elles subissent un eclairement de 

2000 ergs cm _ * set I, provenant de tubes fluorescents ‘blanc 

brillant de luxe’, selon un rythme de 12 hr lumiere et 12 hr 

obscurite. Apres 10 jours, on recueille le mycelium par centrifu- 

gation a 0’) puis on le fixe par l’azote hquide et on le lyophilise. 

Extraction er identification des stbrols. Les lipides sont extraits 

au Soxhlet sous atmosphere d’azote, a I’aide d’acetone et du 

melange CHCl,-MeOH (2: 1). Les sterois libres sont precipitb 

par la digitonine, les sterols esterifies sont saponifies par la 

potasse mithanohque a lo”,, et precipites. La purification des 

sterols s’effectuc sur silice G (2 min) en utilisant le solvant 

C,H,-EtOAc (5: 1). 11s sont ensuite fractionnes par CCM 

AI,O,--AgNO, utilisant le solvant CHCl,-petrole-Me,CO 

(6:3:1) [3]. On s&pare ainsi I’ergosttrol (Rr 0.08). des sttrols 
A’ et episterol (R, 0.53), des sterols en A’ (R, 0.62) et de I’cthyl- 

24 cholestan 01-3 [j (R, 0.68). Apres propionylation, chaque 

famille de sterols est de nouveau s&par&e par CCM Al,O,-m 

AgNO, (solvant hexane-C,H,, 4: 1) [9]. Les spectres de masses 

sont mesures sur appareil MS-12; l’evaluation des pourcentages 

relatifs des differems sttrols est faite selon la methode deja 

publiCe [3]. 
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