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4-[V'-Cinnamoyloxy-ethyl]-phenol (6). Farbloses Ol, das nicht
rein isoliert werden konnte. Man erwirmte 1hr in 0.5 ml
Ac,0 auf 70° und erhielt nach DC (Ether—Petrol 1:1) 60 mg 7,
farbloses O1, IR ¢cm™!: PhOAc 1770; C=CCO,R 1720, 1640.
MS: M* mje 310.121 (3%) (ber. firr C,,H,,0, 310.121);
~Keten 268 (45); —ACOC,H,CH=CHCO," 121 (100);
MeCO™ 43 (44).
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4-[1'-Methoxy-ethyl]-phenol (8). Farbloses Ol, IR cm™': OH
3610; Aromat 1620, 1605. MS: M* m/e 152.084 (5%,) (ber. fiir
C,H,,0, 152.084);: —MeOH 120 (100).

1',1'-Bis-[4- ethylphenol]-ether (12). Farbloses 01, IR cm™!:
OH 3600; Aromat 1615. MS: M™ m/e 258.126 (22 %) (ber. fiir

(c = 0.53)
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C,¢H,,0, 258.126); HOC,H,CHMe 121 (100). 10mg 12
iiberfithrte man in 0.5 ml Ac,0 durch 3 hr Erwirmen auf 70° in
das Diacetat 13, farbloses Ol, IR ¢cm™!: PhOAc 1770. MS: M*
mfe 342.147 (1.5%) (ber. fiir C,,H,,0, 342.147); —Keten 300

(5): HC,H,CHMe 121 (100): MeCO* 43 (85).
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INTRODUCTION

Le champignon Leptosphaeria typhae (Ascomyceétes,
ordre des Pléosporales, famille des Pleosporaceae),
cultivé sur un milieu convenable, produit de grandes
quantités de périthéces lorsqu’il est éclairé selon un
rythme nycthéméral; maintenu a Pobscurité constante, il
demeure stérile et strictement mycélien. Une décoction
d’avoine a 20 g/l constitue un excellent milieu de culture
pour ce champignon; lorsqu’il se développe sur ce sub-
strat, sa fertilisation est trés abondante et rapide; les
premiers périthéces apparaissent au 7éme jour du
développement. Une étude des stérols des mycéliums
fertiles [1] met en évidence le seul ergostérol, alors que
les colonies stériles végétant 4 I'obscurité contiennent
une plus grande variété de ces corps. Mais le cholestérol
n'est jamais détecté.

Cultivé dans les mémes conditions sur un milieu
chimiquement défini [2, 3] mis au point pour son
développement, Leptosphaeria typhae est aussi riche en
périthéces, mais I'apparition de ceux-ci est retardée de
48 hr. On constate une perturbation de sa composition
stérolique, avec en particulier I'apparition de cholestérol.

Dans ce milieu, la meilleure source de carbone est le
xylose et celui-ci doit étre fourni en faible concentration
(2.5 g/1) pour que le champignon soit fertile; si on aug-
mente le taux de glucide, la fertilité se réduit puis dis-
parait. Dans ce travail, nous avons cherché a connaitre
I’évolution des stérols mycéliens, et en particulier de
Pergostérol et du cholestérol, lorsque I'on stérilise pro-
gressivement Leptosphaeria typhae par une élévation de
I'apport de xylose. Cette nouvelle expérience, comme les
précédentes, est basée sur I’hypothése que les stérols
pourraient jouer un rdle dans le processus de sexualisa-
tion des champignons.

RESULTATS

Le champignon est sexuellement fertile sur un milieu
contenant seulement 2.5 g/l de xylose. A 10 g/l la pro-
duction de périthéces est fortement réduite; elle devient
nulle pour des concentrations en glucides plus élevées. Le
poids de matiére séche augmente presque proportion-
nellement a la teneur du milieu en xylose jusqu’a 20 g/1.
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Fig. 1. Evolution du poids de mycélium sec obtenu en fonction
de la teneur du milieu en xylose.

Au-del4, la croissance est inhibée et 1a masse de mycélium
est réduite (Fig. 1).

Les quantités de stérols extraites des cultures de
Leptosphaeria typhae dans les différentes conditions,
sont données dans le Tableau 1. Pour chaque condition
culturale sont également indiqués les pourcentages
relatifs de stérols libres et de stérols estérifiés. On con-
state une diminution réguliére de la quantité de stérols
jusqu’a 20 g/l de xylose puis une brusque augmentation
lorsque le milieu contient une forte proportion de glu-
cides (40 g/1 de xylose).

La nature et les pourcentages respectifs des différents
stérols isolés de L. typhae sont donnés dans le Tableau 2.
Le tableau montre la grande diversité de ces composés,
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Tableau 1. QudllLlLCb de stérols totaux, libres et estérifi

mg pour 100 g de mycélium lyophilisé) isolés de L. typhae au

différentes conditions culturales (les pourcentages relaufs dw
stérols libres et estérifiés sont donnés entre parenthéses)

¢

o (e
Q/\{

Conditions Stérols Stérols Stérols

culturales totaux libres estérifiés

2.5 g/l xylose 120 109 (919, 11(9°)
10 g/t xylose 62 60(97.5¢ 2{2.5%)
20 g/l xylose 38 36.5(96.5°) 153570
40 g/l xylose 160 149 (98°,) (7%

aussi bien sous formes libres que sous formes estérifiées.
Les identifications reposent sur la valeur des R

chromatographie en couche mince (CCM) des temps de
rétention en chromatographie gaz liquide [4. 5] et grace
aux fragmentations caractéristiques des stérols libres
[6, 7] ou propionylés en spectrométrie de masse. Certains
stérols ont été comparés avec des composés de référence
de stéréochimie bien définie: dihydro-5.6 ergostérol,
épistérol, cholestérol, campestérol, sitostérol, stigma-
stérol, sitostanol. Cependant la configuration des
groupes éthyle ou méthyle en C-24 ne peut étre déduite
des résultats obtenus: les isoméres 24-R et 24-S existent
tous deux dans les organismes vivants, et ne peuvent pas
étre séparés par chromatographie dans les conditions
dans lesquelles nous travaillons, ni distingués en spec-
trométrie de masse. La faible quantité de stérols obtenus
nous empéche de mesurer les rotations spécifiques,
critére physique permettant de désigner la configuration
en C-24. Nous adopterons donc pour les décrire la

Tableau 2. Nature et pourcentages relatifs des stérols libres et estérifiés isolés de L. typhae avec différentes conditions culturales

2.5 g/t 10 g/1 20 g/} 40 g1
Xylose Xylose Xylose Xylose
Stérols libres
Ergostérol 62 73 76 61
Méthyl-24 cholestadiéne-7,22, ol-3 8 25 15 10 18
Méthyléne-24 cholesténe-7 ol-3 8 9 9 5 9
Ergostairiéne ol-3 f§ 3 3
Cholestérol 1 2 2.75 35
Méthyl-24 cholesténe-5 ol-3 0.25 0.25 0.25 1
Ethyl-24 cholesténe-5 0l-3 § ! 0.75 1.5 !
Ethyl-24 cholestadiéne- 5,22 ol-3 5 1.5 1.5
Ethyl-24 cholestane ol-3 8 1.75 1
Stérols en C,,, C,, mono et diinsaturés 4 a-méthyl 1 1
Stérols estérifiés
Ergostérol 12 26
Méthyi-24 cholestadiéne-7,22 ol-3 8 25 30 38 25
Méthyléne-24 cholesténe-7 o1-3 § 32 68 15 50
Cholestérol 7 8 6
Meéthyi-24 cholesténe-5 ol- 3 B 3
Ethyl-24 cholesténe-5 ol-3 § 6 1 6
Ethyli-24 cholestane ol-3 § 18 10
Ethyl-24 cholestadiéne-S,ZZ ol-3 10
Méthyléne-24 lanosténe-8 ol-3 § 1
Stérol, en C,, et C,, mono et diinsaturés, 4 a-méthyl 3
%, D’ergostérol dans les stérols totaux (calculé en fonction des 575 71 74 56.5
pourcentages dans les stérols libres et estérifiés)
%« De cholestérol dans les stérols totaux 1.54 195 293 3.67
Rapport ergostérol/cholestérol 37.33 36.41 25.25 1539
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Tableau 3. Principales fragmentations en spectroméirie de masse des siérols isolés de Leptosphaeria typhae™

Stérols M
Cholestérol 386 368 (M — H,0), 355 (M —~ H,O ~ Me}, 30/M — H,O0-
C.H,) 775(M H,O0-C HQ), WM -Cil—-H 0) 247
{M HO C,H, |,213{M Cl - H,0 - 42)
Pmpimzme: 368, 26(}, 258, 47, 213
Ergostéral 396 378 (M — H,0), 363 (M — Me — H,0), 337 (M — 39}, 271
M- CI, 253 (M ~ Cl — H0), 211 (M - Q1 — B,0 — 4%
Ergostatriéne ol-3 f 396 381 (M ~ Me) 37B (M ~ HZD), 300, 269 (M — Cl - 21
Méthyl-24 cholestadiéne-7,22 ol-3 8 398 383 (M — Mej, 380 (M — H,O), 355 (M — 43), 300, 273, 271
iM — Cl — 2H), 255,213
Propionate: 454, 439, 411, 380, 356, 329, 327, 302, 255, 213
Méthyléne-24 cholesténe-7 ol-3 § 398 383 (M — Me), 3/4(M — partie C1), 271 (M — CI — 2ZH), 255
(M — Cl ~ H,0), 246, 213, 213 (M ~ Cl — H,0 — 42)
Propionute: 454, 439, 3180, 370, 327
Méthyl-24 cholesténe-5 o3 § 400 IRZ{M -~ H 03 67 (M - H L - Mej, 315 (M — H [ 5
C.H LZ?Q(M -H,O - C, H . 261 (M - H,0 — C9H13)
2<S(M-—-(I_H O). 213 (M — (‘1 H O~—42)
Propionare: 382, 2”4 255, 261, 213
Ethyl-24 cholesiadiéne-3,22 ol-3 412 397 (M — M}, 394 (M — H,0), 365 (M — Me — H,03, 351
(M — 43 — H_0), 300 (M — partie Cl), 271 (M — Cl — 2H),
253 (M — €1 - H,04 213(M — Cl — H,0 ~ 42
Erhyl-24 cholesténe-5 oi-3 § 414 M- H 3 3El1{M - H O Mej, 329 (M — H 02—
C.H.} 303 {M - H,0 ~ C.H 275 (M - H,0 - C9H3),
273 (M ~ Cl), 255 (M — ¢l ~ H ,0), 213 (M — Cl - H,0
— 42}
Propionare: 396, 288, 275, 255, 213
Fithy}-24 cholestane ol-3 f§ 416 401 {M ~ Mej 398 (M ~ H,0), 257 (M - (1 - H,0), 233
M — Cl 42y, 215, 290
Propionate: 472, 398, 383, 257, 215
Stérols en C, ., C,, mono, diinsaturés, 4 x-méthyl 412 -
414 394, 396, 408, 410 (M~ — H,0), 285, 287 (M — CI), 269, 271
422 M-l -H,0),227,228M - C1 - H,0 - 42)
42
Méthylene-24 lanosténe-8 ol-3 § 440 425 (M — Me), 407 (M - Me — HZO), 356 (M — 34), 341

(M - 84 — Me), 323 (M — 84 ~ Mc — H,0), 25 (M -
Cl - 36), 241 (M — {1 - 56 — Me)
Propionate: 496, 481, 422, 407, 392, 241

* Cl= Chaine latérale.

nomenciature systématique. Les fragmentations carac-
téristiques des stérols libres isolés sont données dans le
Tableau 3, ainsi que celles des propionates de stérols,

Le stérol libre le plus abondant sur tous les milieux est
Pergostérol. Sa proportion par rapport aux autres corps
déterminés s'¢léve lorsguaugmente la teneur en xylose
puis diminue au-deld de 20 g/l pour devenir, & 40 g/,
inférieure a ce qu'elle est 4 2.5 g/l. Le méthyl-24 cholesta-
diéne-7,22 o1-3 f suit une courbe inverse. Le méthyi2ne-24
cholesténe-7 ol-3 f, autre précurseur de ergostérol est &
peu prés constant. Le cholestérol seul voit sa proportion
s'glever régulidrement, quand augments la concentration
en xylose (Fig. 2).

Le pourcentage de stérols estérifiés est toujours in-

férieur 4 9%. Ce sont le méthyl-24 cholestadiéne-7,22

ol-3 §, et e méthyléne-24 cholesténe-7 ob-3 f qui en con-
stituent I'essentiel. En ce qui concerne les composés
Stero}:ques mineurs kes stéroks en C,, (M* 412, 414) et

C,, (M™* 426, 428) ont un pic impartant i m/e 285, 287,
des fragmentatzons & mje 269, 227 ce qui peut indiguer ia
présence d’un méthyle supplémentaire en position 4o
De plus, parmi les stérols estérifiés isolés de la cuiture
faile sur un miligu contenant 10 g/ de xylose, se trouve
un stérol {(M”* 440) qui présente les mémes fragmenta-
tions caractéristiques que celles données dans la litéra-
ture pour le mérhyléne-24 lanesténe-8 01-3 f§ [§].
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Fig. 2. Pruportien de cholestérol par rapport a Vensemble des
stérols.
DISCUSSION

La stérilisation de Leptosphaeria typhae par des doses
croissantes de xylose, but de 'expérience, s’'accompagne
jusqu'd 20 g/1 d'une stimulation intense de la croissance
végétative, Mais un apport de glucides plus abondant
entraine une inhibition drastique du développement, qui
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pourrait étre dde a4 un ‘engorgement métabolique’ des
cellules ou a leffet d’'une pression osmotique trop élevée
génant la pénétration des nutriments.

Le Tableau 1 montre que la teneur en stérols du cham-
pignon s’abaisse au fur et a mesure de sa stérilisation
progressive; au contraire, chez Gnomonia leptostyla [10]
et Rhizopus arrhizus [ 11], a une orientation du développe-
ment dans le sens végétatif correspond une augmentation
du contenu stérolique. Cette opposition apparente est
vraisemblablement die au fait que Leptosphaeria typhae
a un développement végétatif strictement mycélien alors
que les deux autres champignons différencient des spores
asexuelles. Par contre, lorsque le milieu contient 40 g/
de xylose, le mycélium de Leptosphaeria typhae devient
trés riche en stérols; il s’agit peut-étre d’une réaction
cellulaire visant a réduire la perméabilité membranaire
pour diminuer les pertes d’eau, comme semble 'indiquer
I’élévation de la proportion de cholestérol. On peut con-
sidérer que, dans ce milieu, le champignon se développe
dans des conditions pathologiques, ainsi que le montre
I’abaissement des poids de matiére seche totale.

L’ergostérol est considéré chez Gnomonia leptostyla
comme une sorte d’indicateur de I'état de sexualisation
du champignon: plus la proportion de ce corps est
élevée dans I'ensemble des stérols, plus la différenciation
sexuée est compléte. Les résultats regroupés dans le
Tableau 2 paraissent exprimer que cette hypothése n’est
pas valable pour Leptosphaeria typhae. Mais le Tableau 1
montre que la teneur mycélienne globale en stérols
s’abaisse quand croit la richesse du milieu en xylose et
donc se réduit la fertilité sexuelle du champignon, ce qui
entraine un appauvrissement des cellules en ergostérol.
On remarque aussi une élévation de la proportion de
cholestérol (Fig. 2). En effet, le cholestérol, que le cham-
pignon ne synthétise pas lorsqu’il se développe sur eau
d’avoine [1], milieu trés favorable a sa reproduction
sexuée, apparait ici en quantités de plus en plus élevées
lorsque le taux de xylose augmente. La Fig. 3 indique que
le rapport ergostérol/cholestérol s’abaisse au fur et a
mesure que la fertilité sexuelle diminue. Le cholestérol
semble étre chez Leptosphaeria typhae un indice de la
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Fig. 3. Vanation du rapport ergostérol/cholestérol dans le
mycélium.
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stérilité, ce qui recoupe I'idée suggérée par les résultats
obtenus chez Gnomonia leptostyla [10], selon laquelle
la sexualisation s’accompagnerait d’un ralentissement
de la transformation des stérols A7, ici essentiellement
représentés par I'ergostérol, en stérols A® dont le plus
important est chez Leptosphaeria typhae le cholestérol.
Cette transformation semble accélérée chez notre cham-
pignon lors du processus de stérilisation.

PARTIE EXPERIMENTALE

Cultures. Les cultures de L. typhae se développent dans
des fioles de Roux de 11 contenant 100 ml de milieu syn-
thétique liquide [3]. Elles subissent un éclajrement de
2000 ergs cm ~?sec ™!, provenant de tubes fluorescents ‘blanc
brillant de luxe’, selon un rythme de 12 hr lumiére et 12 hr
obscurité. Aprés 10 jours, on recueille le mycélium par centrifu-
gation a 0°, puis on le fixe par I'azote liquide et on le lyophilise.

Extraction et identification des stérols. Les lipides sont extraits
au Soxhlet sous atmosphére d'azote, & 'aide d’acétone et du
mélange CHC1,-MeOH (2:1). Les stérols libres sont précipités
par la digitonine, les stérols estérifiés sont saponifiés par la
potasse méthanolique & 109 et précipités. La purification des
stérols s'effectue sur silice G (2min) en utilisant le solvant
C,H~EtOAc (5:1). IIs sont ensuite fractionnés par CCM
Al,O0,-AgNO, utilisant le solvant CHCI,~pétrole-Me,CO
(6:3:1) [3]. On sépare ainsi 'ergostérol (R, 0.08). des stérols
A* et épistérol (R, 0.53), des stérols en A’ (R, 0.62) et de I'¢thyl-
24 cholestan ol-3 # (R, 0.68). Apres propionylation, chaque
famille de stérols est de nouveau séparée par CCM AL O,-
AgNO, (solvant hexane-C H,, 4:1} [9]. Les spectres de masses
sont mesurés sur appareil MS-12; I'évaluation des pourcentages
relatifs des différents stérols est faite selon la méthode déja
publiée [3].
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