
Phytochemistry, 1980, Vol. 19, pp. 2311-2315. 0 Pergamon Press Ltd. Printed in England. 0031-9422/80/l 101-2311 $02.00/O 

INFLUENCE DE LA LUMIBRE ET DE LA MYCOSPORINE SUR LA 
COMPOSITION STkROLIQUE DU NECTRIA GALLlGENA AU COURS 

DE LA MORPHOGENESE SEXUfiE 

B. DEHORTER,* M. F. BROCQUET, * L. LACOSTE,* J. ALAIS,? A. LABLACHE-COMBIER,‘f A. MAQUESTIAU,;: Y. VAN 

HARVERBEKE,~ R. FLAMMANG:: et H. MISPREUVE: 

* UniversitedeLille,LaboratoiredeCryptogamieet t UniversittdeLille,LaboratoiredeChimieOrganiquePhysique,59655Villeneuve 
d’Ascq Cedex, France; i: Universite de I’Etat, Laboratoire de Chimie Organique 19, Avenue Maistriau, 7000 Mons, Belgium 

(Ret& re~u 21 &wrier 1980) 

Key Word Index-Nectria galligena; Ascomycetes; fungal reproduction; free sterols; MIKE spectrometry ; effect of 
light; mycosporin. 

Abstract-The nature and content of free sterols, analyzed by MIKE spectrometry, were investigated in in vitro cultures 
submitted to different light regimes with or without the addition of exogenous mycosporin. The sterol composition was 
related to varying degrees of induced sexual morphogenesis, particularly when mycosporin was added to the nutrient 
medium. 

INTRODUCTION 

La reproduction sexuee du Champignon, Nectrin gulli- 
gena Bres., agent du chancre du pommier, est obtenue in 
t’itro [ 11. Au laboratoire, dans des conditions nutritives et 
thermiques optimales, cet organisme ne forme des 
ptritheces qu’en presence de lumiere et les exigences 
lumineuses de la differentiation sexuee ont ete 
precedemment definies [2]. Les Cclairements, propices a 
la fructification du N. galligena, induisent Cgalement la 
biosynthese dun compose my&lien appele ‘P310’ [3] ou 
mycosporine [4]. Cette substance, chimiquement definie 
[S], additionnte au milieu nutritif. declenche a l’obscuritt 
constante la reproduction sex&e et done se substitue au 
facteur lumineux [6]. Le compose ‘P310’ semble ainsi 
representer un intermtdiaire biochimique entre la lumiere 
et la reponse biologique: la production des ascocarpes. 

Dune man&e analogue a la mycosporine, les sterols ou 
leurs derives peuvent intervenir. dune facon determinante 
dans les phenomenes de reproduction fongique [7], preuve 
en est faite pour certaines especes de Phycomycttes: 
Pythium sp. [S], AC&U bisexualis [9] et d’Ascomycttes: 
Cochliobolus carbonurn [lo]. Enfin, chez d’autres 
Ascomydtes photosensibles, les relations des sterols avec 
les morphogeneses reproductices suscitent de nombreuses 
analyses [ll, 121. 

Chez N. galligena, nous avons etudie la composition 
sterolique des myceliums preleves au 7eme et 13tme jours 
de developpement a partir de cultures effectuees soit a 
I’obscurite, soit a la lumiere, soit a l’obscurite en presence 
demycosporineintroduitedanslemilieunutritif.Cetravail 
a pour but de faire apparaitre l’evolution qualitative et 
quantitative des sterols en fonction de conditions 
inductrices-ou non-de la reproduction sexuee du 
N. galligena. De plus,ces analyses steroliquespeuvent nous 
permettre de preciser une partie du role de la mycosporine 
dans le metabolisme sexue lorsque cette substance 
remplace la lumiere. 

RBSULTATS 

Sur le plan biologique, on observe que pour des temps de 
culture semblables, les masses myctliennes recueillies sont 
pratiquement identiques dans les differentes series 
experimentales. La reproduction sexuee se manifeste au 
13eme jour, dans les cultures Cclairees, sous la forme de tres 
nombreuses tbauches peritheciales visibles a I’ceil nu 
tandis qu’aucune structure sexute nest reperable dans les 
cultures a l’obscurite. 

La poursuite de l’experimentation jusqu’au 3Or5me jour 
de culture, terme normal du developpement du Nectria 
galligena, demontre le gradient de differentiation suivant : 
sttrilite de l’organisme a l’obscurite, presence de tres 
nombreuses ebauches peritheciales et de quelques 
perithices mdrs dans les cultures developpees a l’obscuritt 
sur milieu addition+ de mycosporine et enfin production 
maximale d’ascocarpes fertiles par le Champignon eclaire 
dts l’inoculation ou a‘ partir du 7tme jour de croissance. 

Les quantites de sterols libres extraites des myceliums du 
N.galligena obtenus dans les six conditions culturales 
pratiquees, sont donnees dans le Tableau 1. Celui-ci ne 

Tableau 1. Quantites de sterols libres isolees du Nectriagalligena 

dam les differentes conditions culturales 

Sterols (mg/lOOg 

Serie de myctlium 

experimentale no Conditions culturales lyophilist) 

1 7 jours obscurite 210 

2 7 jours lumitre 130 

3 13 jours obscurite 270 

4 13 jours lumitre 140 

5 13 jours (7 j. 0 + 6 j. L) 80 

6 13 jours (obscurite + ‘P310’) 80 
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rend pas compte des stkrols Ii& qui, chez N. galligena, ne quantitative des stt‘rols, cette mise en Cvidence est rendue 
reprksentent souvent qu’une quantitk trks faible (de l’ordre possible grke d I’extri-me sensibilitk des techniques 
de I p. 100) des stCrols totaux et. de ce fait, n’ont pu Ctre d’analyse utiliskes. Les identifications reposcnt sur la 
analysks. contrairement B Lrpro.spharvia typhe [ 111 et i valeur des R, en chromatographie sur couche mince 
G~wnor~ia /epro.sl~k~ [12] oh les stkrols Ii&s atteignent (CCM) et surtout sur l’analyse des spectres obtenus en 
parfois 58 p. 100 des st&rols totaux. spectromktrie de masse k g&omCtrie inverske. 

On constate que les teneurs en stkrols des myckliums 
irradiks ou cultivts g I’obscuritt- en prt-sence de 
mycosporine sont trks nettement infkrieures B celles 
existant dans le Champignon maintenu, constamment, g 
I’obscuritk sans P310. En particulier, l’addition de 
mycosporine et les irradiations tardives survenant aprks 
sept jours initiaux d’obscuritP abaissent, considkrable- 
ment, le ‘pool’ stkrolique et le rendent mkme dkficitaire par 
rapportBceluideculturesnormalementCclair~esetfertiles. 
On remarque que le contenu stkrolique du Champignon 

augmente sensiblement, du 76me au 136me jour lorsque le 

Champignon se dlveloppe g l’obscuriti: et, au contraire, 

qu’il varie peu dans les cultures 6clairCes. 
La nature et les pourcentages respectifs des diffkrents 

stt-rols isolks du N. galligcnu figurent dans le Tableau 2. Ce 
Tableau 2 montre la grande diversite qualitative et 

Les sttrols ont &k identlfks par leurs fragmentations 
caractkristiques et pour une partie d’entre eux par 
comparaison avec des composis de rkfirence de 
stkrkochimie bien dkfinie. Les caractkristiques en 
spectrom~triedemassedesst~rolsisol~ssont donnkesdans 
le Tableau 3. Cependant. la configuration des groupes 
Cthyl ou mt-thy1 en C-24 ne peut pas Ptre deduite des 
rksuitats obtenus; les isomeres 24-R et 24-S existent tous 
deux dans les organismesvivants, mais ne peuvent pas ctre 
&parks par chromatographie dans les conditions dans 
lesquelles nous travaillons, ou distinguks en spectromktric 
de masse. La faible quantitt: de stkrols obtcnus nous 
empkhe de mesurer les rotations spkifiques. critere 
physique permettant de d&signer la configuration en C-24. 
Nous adopterons done. pour les dkrire la nomenclature 
systkmatique. 

Tableau 2. Nature et pourcentages relatik des sttkrols libres isok du Nrrtricr galli~ma aux diffirentes conditions culturales 

Sterols 

7 jours 7 jours 13 jours 13 jours I.3 jourh I3 jours 
M+ obscuritk lumitre obscuritk lumkr-e 7 j.0 + 6 J.L ok f ‘1’310 

Sterols saturks 

Ethyl-24 cholestane 01-3 p* 416 

Stkrols AT 

CholestCrol* 386 

Ergostatritn-5,8,22 01-3 /I* 396 

ethyl-24 cholestkn-5 01-3 /?* 414 

StCrols A; 

Cholst&n-701-3/i* 386 

MCthyl-24 cholestadi?n-7,22 ol- 

3 /i 398 

M&thyltke-24 cholestkn-7 01-3 

P” 39s 

MCthyl-24 cholesttn-7 01-3 [i 400 

St&o1 A:, 3x methyl 412 

StCrols A- i _~~ _~~~I. 
Ergostkol* 396 
Ergostatktraene 01-3 /j 394 

Ergostatrikneol-3 /r 396 
Ethyl-24 cholestatrikn-5.7, 

X01-3 /, 410 

Cholestadi&-5.7 01-3 8’ 384 

“,> Sttkols saturks 

‘I,, StCrols AT totaux? 

I’,, St&ok AT totauxt 

“(, Sttrols A,,; totauwt 

Rapport ergostirollcholestCro1 

<l 2 2 

2 
9 

<l 

8 
17 

2 

10 

16 

1 

14 

4 

24 

4 

16 

<I 

2 2 

1 1 

2 

<I 

<I 

2 2 

<I 

75 

3 

<I 

64 80 64 51 64 

2 4 3 10 5 

<I 

I 

11 
2 

84 

40 

<l 

15 

5 

78 

75 

7 
20 

0 

71 

1 6 

L 

27 
4 

67 

8 

28 
5 

66 

16 

‘7 
10 

63 

5.1 

Les pourcentages indiqub correspondent aux in ten&s relatives des ions mokulaires dans les spectres de masse conventionncls des 

fractions dechromatographie sur plaque, compte-tenu de leurs poids relatifs; les intensitk sont corripks pour la contribution des pits 

isotopiques. 

* Spectres cornparks avec les spectres de produits de rtl’krence suivants: cholestkrol (386). cholestkn-7 01-3 /j (386). ergosttrol (396). 
IichestCrol (396). 5.6 dihydroerpostkrol (398). &pistCrol (398), methyl-24 cholesten-7 01-3 /i (400). /1 sltosterol (414). /i sitohtanol (416). 

t Les diffkrents sttrols insaturts isolts ont &C class& en trois catkgories selon la position des doubles liaisons sur Ic noyau sterolrque. 

soil C,&Z, (Ai). soit C, C, (A:), soit C5 -C, et C?--C, (AS.?), 
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Tableau 3. Principales fragmentations en spectromCtrie de masse des sttrols isok du Nectria galfigenn 

Stkrols M+ 

Cholesta $7 diene 01 3 /I 384 369 (M - Me), 366 (M - HzO), 299 (M - Hz0 - C,H,), 

271 (M -CL) 

CholestCrol 386 368 (M - HtO), 353 (M - Hz0 - Me), 301 (M - H,O - C,H,), 

275 (M - Hz0 - C,Hg), 255 (M - CL - HzO), 

247 (M - Hz0 - C9H13), 213 (M - CL - HZ0 - 42) 
Cholestkne-7 01 3 B 386 371 (M - Me), 368 (M - H,O), 273 (M - CL), 

255 (M - CL - H,O), 246 (M - CL - 27), 231 (M - CL - 42), 
213 (M - CL - 42 - H,O) 

Ergostatktraine 01 3 p 394 379 (M - Me), 376 (M - H,O), 361 (M - Me - H,O), 

335 (M - 59), 271 (M - CL), 269, 253, 251 

Ergosttrol 396 378(M - HZO),363(M - Me - H,O),337(M - 59),27l(M -CL), 

253 (M - CL - HzO), 211 (M - CL - Hz0 - 42) 

Ergosta 5,8,22 trike 01 3 j 396 378 (M - H*O), 363 (M - Me - H,O), 337 (M - 59), 

271 (M - CL), 253 (M - CL - H,O), 217, 

211 (M - CL - H,O - 42) 

Ergostatrikne 01 3 /? 396 381 (M - Me), 378 (M - H,O), 300, 269 (M - CL - 2H) 

Mtthyl 24 cholesta 7,22 ditne 01 3 B 398 383 (M - Me), 380 (M - H,O), 355 (M - 43), 300,273, 

271 (M - CL - 2H), 255, 213 

Mkthylbne 24 cholestane 7 01 3 b 398 383 (M - Me), 314 (M - partie CL), 271 (M - CL - 2H) - 
255 (M - CL - H,O), 246,231,213 (M - CL - H,O - 42) 

Methyl 24 cholestkne 7 01 3 1 400 385 (M - Me), 382 (M - H,O), 271 (M - CL - H,O), 260, 

255, 246, 231 

Methyl 24 cholesta 5,7,22 trikne 01 3 B 410 395 (M - Me), 392 (M - H,O), 377 (M - Me - H20), 

351 (M - 59), 271 (M - CL), 253, 211 

Sttrol en Czs 412 397 (M - Me), 394 (M - H,O), 285 (M - CL - 2H), 269, 227 
Ethyl 24 cholesttne 5 01 3 p 414 396 (M - H20), 381 (M - H,O - Me), 329 (M - Hz0 - CsH,), 

303 (M - H,O - C,Hg). 275 (M - H,O - C9H3). 273 (M - CL), 
255 (M - CL - H,O), 213 (M - CL - H,O - 42) 

Ethyl 24 cholestane 5 01 3 /? 416 401 (M - Me), 398 (M - H,O), 257 (M - CL - H,O), 

233 (M - CL - 42), 215, 290 

CL = chaine lattrale. 

De tous les stkrols isolks du mycdlium du N. galligena, 
I’ergosterol en premier lieu puis I’ergostatribn-5,8,22 01-3 fi 
(lichesterol), le cholesterol et l’ergostatetraene 01 3 p sont 
les plus abondants. Dans tous les cas, l’ergosterol repre- 
sente plus de la moitit du ‘pool’ sterolique et sa teneur est 
nettement plus elevee dans le myctlium sterile developpk 
a l’obscurite sans apport de P310 que dans les autres 
cultures potentiellement fertiles. Inversement, on constate 
que klairement du mycelium ou l’introduction de 
mycosporine dans le milieu favorisent la biosynthese du 
lichesterol et du cholesterol qui sont en plus grande 
quantite que dans l’organisme sterile non irradie. 

Parmi les sterols mineurs, trois composes ont et& dtceles 
uniquement dans le mycelium cultive durant sept jours a 
l’obscurite, il s’agit du methyl-24 cholesten-7 01 3 r!? 
(M ‘400), stirol A 7,4cr methyl (M+412) et enfin de l’ethyl- 
24 cholestatrien-5,7,22 01-3 fl (M+410) ce dernier est 
encore appelt corbisterol [13]. 

De tous les sterols isoles, seul l’ergostatetrabne 01 3 p 
oppose, entre elles, les cultures potentiellement fertiles. En 
effet, la teneur de ce sterol dans le myctlium Cclaire 
initialement est’ inferieure a celle observee dans toutes les 
autres series experimentales: obscurite avec ou sans P310 
et eclairement tardif. Enfin, le Tableau 2 montre que des 
conditions inductrices de la morphogenese sexuee 
provoquent une elevation globale trbs nette du pool des 
sterolsA,et aundegremoindredessterols A, tandisqueles 

sterols AS,,, l’ergosterol notamment, predominent a 
l’obscurite le mycelium demeurant sterile. 

DISCUSSION 

La comparaison des quantites de sterols totaux 
obtenues chez N. galligena dans differentes conditions et 
celles prtsentes chez d’autres espices fongiques [ll, 121 
semble demontrer que la concentration globale de ces 
composes est en Ctroite relation avec les potentialites 
reproductrices de l’organisme consider& En effet, chez 
N.galligena, la lumiere ou un facteur photomimetique 
comme la mycosporine induisent la reproduction sex&e et 
provoquent une diminution des sterols totaux, tandis que, 
chez Gnomonia leptostyla [ 121, les irradiations, inhibitrices 
de la formation des peritheces, augmentent le contenu 
sterolique du Champignon. Enfin, d’une mamkre 
analogue, une tres forte concentration en xylose du milieu 
cultural empkche la morphogenese sexuee du 
Leptosphaeria typhae [14] et conduit a un leger 
accroissement du pool sterolique. I1 semble done que les 
sterols, dans leur totalite, ne dependent des facteurs 
externes que dans la mesure od ceux-ci affectent la fertilite 
du Champignon. 

Cette dermiere relation est infirmee, sur le plan 
qualitatif, par les resultats obtenus chez I-.. typhae [ 151 oh, 
pour un m&me degrt de fertilitt du Champignon, la nature 
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des sterols etait tres differente selon la composition du 
milieu cultural. Chez N. galligena, on note que la presence 
qualitative et quantitative du lichesterol (ergostatrien- 
5,8,22 01-3/Q est remarquable dans tous les cas 
experimentaux alors que ce compose isole egalement du 
mycelium du L.typhae, est par contre, absent chez 
G. leptost~lu. Le Tableau 2 demontre la varitte des sterols 
A7 et leur faible teneur par rapport aux deux autres classes 
de sterols A5 et A 5,7 presents chez N.galligena. 

Lorsque les conditions environnantes sont favorables a 
la morphogenese sexuee du N.galligena, l’ensemble des 
sterols As, comprenant essentiellement le lichesterol et le 
cholestttrol,augmentealorsqu’inversement,lesstCrolsA5,7 
notamment I’ergosterol. diminuent. Ces resultats 
s’opposent a ceux obtenus pour L. t~phae et surtout pour 
G. Irptosr~~lu dans la mesure ou I’evolution egalement 
inverse du taux de ces deux classes de sterols se traduit par 
une regression des sterols As et une elevation des 
pourcentages des sterols A,,, en fonction de 
l’accroissement du degre de sexualisation. La relative 
faiblesse de la teneur en ergosterol ainsi que I’abaissement 
du rapport ergosttrol: cholesterol dans les myceliums 
fructiferes du N.gul/igenu differencient encore ce 
Champignon des deux especes prectdentes. 

Enfin l’introduction de mycosporine dans le milieu 
nutritif induit une evolution du contenu sterolique 
quantitativement trts differente de celle observte pour le 
Champignon garde a l’obscurite mais parallele a celle des 
cultures eclairees. Sur le plan stkolique, la mycosporine 
semble done exercer le role d’intermediaire biochimique 
entre la lumiere et la reponse biologique: la morphogenbse 
sexuee. 

PARTIE EXPdRlMENTALE: 

O~~crr~ism~ c’f ~mtlitkms ~ulruruks. La souche du Neuria 

,p/l;gem Bres. provient du developpement. in vitro, d’un asque 

isolcd’un peritheceprelevedanslanaturesurchancredepommier. 

Les inoculums sont co&it&s de fragments myceliens obtenus de 

cultures maintcnues a l’obscurite continue pendant 10 jours, sur 

milieusynthetique liquide a la temperature de 18”. Aprisensemen- 

cement, Ie Champignon se developpe constamment a 18” sur le 

substrat synthetique liquide compose comme suit: KH2P0,: 

800mg-MgSO,, 7Hz0: 250mgg NaH,PO,, H20: lOOmg- 
CaC12: 50mg-~ -FeSO,, 7Hz0: 15mg/EDTA: lOmg-ZnSO,, 

7H,O: 15mg MnSO,, H20: 5mg--BO,H,: 3mg--CuSO,, 

SH,O: 1 mp~~~MoNaz0,.2H,0: 1 rng~-dichloruredethiamine: 
0,2 mg- hydroxychlorure de pyridoxine: 0,2 mg-biotine (D + ): 

0,Ol mg-acide t.-glutamique: 352 mg---t.-alanine: 212 mg--- 

I_-asparagine. H,O: 162mg---maltose (D +): 4800mg --eau 
distillee: 1OOOml q.s,p., pH 5.5. Ce milieu est rtparti en boite de 

Roux de 1 I. a raison de 100ml par boite. 

Pour les experiences realisees en Iumiere blanche I’eclairement 

des boites de culture est assure par des tubes fluorescents lumitre 
de jour (Sylvania-daylight F40T12), il a une valeur moyenne de 

750ltW/cm’ et une duree quotidienne de 12hr. Lorsque les 

cultures se developpent a I’obscurite en presence de mycosporine, 

celle-ci provient du mycelium irradie et fertiledu iV.gdigena dont 

elleaBtCextraitepuirpurifi~eselonlamethodedtcritepar Arpinet 

a/. [4]. La mycosporine, ainsi obtenue, a ete introduite, 

prealablement B I’ensemencement, a raison de 15 mg par litre de 

milieu synthetique. cette concentration correspond a la teneur 
optimale de P3 IO determinee precedemment par l‘un de nous r6 ]. 

Les analyses des sterols ont et& pratiquees surdes my&hums du 

Ri.grrl/igr,ia recoltes apres 7 ou I3 jours de developpement: soit 

apres 7 et 13 jours d’obscurite continue, soit aprts 7 et 13 jours de 

lumiere a raison de 12 hr d’eclairement journalier. soit apres 13 

jours d’obscurite en presence de mycosporine dans le milieu 

nut&if, soit. enfin, apres 13 jours dont 7 initiaux a l’obscurite et 6 

finaux a la lumiere a raison de 12 hr quotidiennes. Ces diverses 

conditions correspondent. respectivement, aux series experimen- 

tales no 1, 3, 2, 4, 6 et 5 du Tableau 1. Pour chaque condition 

experimentale. 4 a 5 lots culturaux de 120 boites de Roux chacun 

sont real& successivement et permettent, aprts regroupement 
des myceliums recoltes, d’obtenir, idtpendamment de la duree de 

la serie experimentale, des masses myceliennes quantitativement 

tres voisines (100 gde my&hum lyophilise) et qualitativement tres 

homogtnes. Dam tous les cas le mycelium est recueilli par 

filtration sur verre fritte, lave a l’eau distill&e et lyophilise. Les 

lyophilisats sont conserves a -20” jusqu’a I’analyse. 

Errruction et idcntifrcczriorl drs .srrro/r. Les lipides sont extraits 

au Soxhlet sous atmosphere d’azote. a l’aide d’acetone et du me- 
lange CHCl,-MeOH (2: 1). Apres evaporation. les sterols libres 

sont precipitts par la digitonine, le complexe amsi forme est coupe 

par la pyridine et les sterols lib&r& sont recueillis et p&s. La 

purification des sterols s’effectue sur silice G (2 mm) en utilisant le 
solvant C6H,-EtOAc (5: 1). IIs sent ensuite fractionnes par CCM 

AIZO,pAgNO, utilisant le solvant CHCl,&ther de 

petroleeMe,CO (6: 3: 1) [ 111. On separe ainsi I’ergosterol (Rr 

O,Ob),lelichestCrol (R,0.20). lessterolsen A5 (R,O.SO)et les sterols 
en A, (R, 0,65). 

Chaque groupe de sterols est ensuite analyse par spectrometrie 

de masse grace a un spectrometre de masse a geometric inversee 

[16] (Varian Mat 31 I iz), les constituants etant caracterises par 

leurs spectres IMIKE (mass analysed ion kinetic energy spectra) 

[17]. Cette technique [18] qui permet I’analyse de melanges 

complexes de composes organiques evite la separation physique 

par chromatographie en phase vapeur necessitant la preparation 

de derives silyles. En resume. la methode consiste a comparer le 
spectre MIKEde lion moleculaire a identifier a ceux de substances 

de reference. Lorsque ces dernieresne sont pas accessibles. on peut 
dtgagerlesprincipalescaract~ristiquesstructuralesdesproduits a 

analyser en se basant sur les fragmentations observees dans les 

spectres d’energie cinetique. En effet, ces fragmentations sent, 

dans la plupart des cas, cornparables a celles d&rites 
litterature, en spectrometrie de masse conventionnelle. 
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