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The propionate of 3-3H desmosterol has been applied to the leaves of the tobacco Nicotiana tabacum Wisconsin.
Radioactivity is incorporated into cholesterol and campesterol with a yield of about 0.5%; the Cyg sterols are not

labelled in this experiment.

1. Introduction

A la suite d’expériences effectuées in vitro et in
vivo dans divers laboratoires, on sait que la biosyn-
thése par les plantes supérieures des stérols en Cyq,
C,g et Cyg est possible & partir d’alcools triterpéni-
ques (lanostérol ou cycloarténol) [1—~4]. Les essais
que nous avons réalisés in vivo avec la feuille du tabac
Nicotiana tabacum ont montré que le méthyléne-24
dihydrolanostérol subit une seconde méthylation et
conduit aux phytostérols C,g [5] *. Par contre, le
méthyléne-24 cholestérol n’est pas méthylé mais
réduit en campestérol. L’impossibilité d’obtenir, dans
les mémes conditions, des stérols C,g a partir du
méthyléne-24 cholestérol parait intéressante et nous
avons voulu voir §’il en était de méme 2 partir du des-
mostérol.

2. Résultats

Nous avons aspergé des feuilles du tabac Nicotiana
tabacum Wisconsin avec une solution de propionate

de desmostérol-3-3H (1) et isolé les stérols (aprés sapo-
nification). Aprés séparation du précurseur radioactif,

nous avons, par chromatographie sur couche mince,
séparé les stérols A en deux groupes: stérols mono-

* Dans les mémes conditions, le cycloartanol est transformé
en cholestérol [6].
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insaturés (cholestérol (II), campestérol (11I), -
sitostérol (IV)) et stérol di-insaturé (stigmastérol
(V)) (pour I'analyse des stérols de ce végétal, voir
[7]). Le stigmastérol isolé est totalement dépourvu
de radioactivité. Le fractionnement des stérols mono-
insaturés (II), (1I1) et (IV) a été poursuivi par chro-
matographie en phase gazeuse; le cholestérol (1I) et le
campestérol (I1I) sont radioactifs alors que le $-sito-
stérol (IV) ne Iest pas (voir fig. 1).

Ce résultat est en accord avec les observations pré-
cédentes; les méthylations biologiques conduisant aux
stérols C,g chez les végétaux supérieurs s’effectuent
de préférence sur des dérivés des alcools triterpéniques,
du moins dans les conditions de nos expériences.
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Fig. 1. Analyse des propionates de stérols A5 mono-insatu-

rés par chromatographie en phase gazeuse. (A) Propionate

de cholestérol, (B) Propionate de campestérol, (C) Propio-

nate de @-sitostérol.

———— Courbe enregistrée par le chromatographe.
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activité a été mesurée séparément).
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3. Détails expérimentaux

3.1. Préparation du précurseur radioactif
Nous avons obtenu un échantillon de desmostérol

bhrut par extraction de I’ nlmm rouge l?hnrlvmpnm
palmata [8,9] et chromatographle des sterols sur
colonne d’acide silicique Mallinckrodt. Ce stérol a
été d’abord purifié par deux chromatographies pré-
paratives sur couche mince d’alumine neutre Merck

type T imprégnée de nitrate d’argent {6,10] ; systéme

chloroforme-éther de pétrole-acétone 19:6:3 (R 0.36;

R_ dw cholactdenl n (A\ Te Adacmactdral a 314 nranin-
any du Ci101851CT01 GESMOSICI0: a €8 PIopic

nylé [7,10,11] etla purlﬁcatlon continuée sur le
méme adsorbant (systéme hexane-acétate d’éthyle
100:6 R¢ 0.45). La pureté du propionate de des-
mostérol a été vérifiée par spectrométric de masse.
On saponifie, puis oxyde par CrO3 dans I’acétone
aqueuse [12] 4 0° (15 mn) de fagon 2 obtenir la

At 2 AS N Q a A > -
cétone-3 A-S. Nous avons contrdlé Pabsence de

cétone-3 A4 par chromatographie sur couche mince
d’acide silicique en développant par le systéme pen-
tane-acétate d’éthyle 85:1S et en révélant par une
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solution de dinitro-2,4 phényihydrazine dans HCI 2N
(sur des témoins latéraux; Ry de 1a cétone-3 A-5: 0.75;
cétone-3 A-4: 0.57).

2 mg de cétone-3 A-5 sont réduits en présence de
1 mC de borohydrure de sodium tritié * [13] ; le des-
mostérol-3-3H isolé aprés cette réaction est propionylé
et purifié par chromatographie sur couche mince
d’alumine /AgNO3 comme ci-dessus; {cetie opération
est répétée une fois). On obtient 1 mg de propionate de
desmostérol de radioactivité 8 X 106 ¢/mn **,
3.2. Incorporation

Les feuilles d’un pied de tabac *** ont ét€ asper-
gées avec une solution éthérée du précurseur tritié ci-

dessus, de radioactiviié totale 8 X 1U“' C/mIl Apres

6 jours, les stérols sont extraits [4,7] ; extrait total
(2.8 a\ a une radioactivité de 7.5 X ln6 r/mn (nar

&S une racloacCiiviic Co 7.0 A LU LI

suite des colorations, les radioactivités des substances
brutes n’ont qu’une valeur trés approximative). La
saponification donne 0.350 g de fraction insaponi-
fiable, de radioactivité 7 X 106 ¢/mn. Les stérols
totaux sont isolés par chromatographie sur colonne
d’acide silicique Mallinckrodt et le précurseur est

separe apreg prnPunn\llnf|nn par ¢ r‘hrnmatnoranhm

préparative sur couche mince d’alumine/ AgNO3
comme indiqué ci-dessus. Dans cette premiére sépara-
tion, le propionate de desmostérol est écarté; les
autres stérols sont isolés ensemble. Nous avons récu-
péré 14 mg de propionates (sans précurseur) de radio-
activité 4.2 X 104 ¢/mn. Cette radioactivité reste in-

changée au cours de trois p
chnangee au cours ge trois pu

rifications dans les
mémes conditions. Les propionates des stérols A-5
mono-insaturés (cholestérol, campestérol et f-sito-
stérol) sont séparés du propionate de stigmastérol par
une seconde chromatographie sur couche mince
d’alumine/AgNOj5; 4 partir de 3 mg de méiange, nous
obtenons 1.5 mg du mélange des stérols mono-insatu-
1és (radioactivité 9 X 103 ¢/mn) et 1.5 mg de pro-
pionate de stigmastérol (radioactivité nulle). La radio-
activité des stérols mono-insaturés reste inchangée

aprés une seconde chromatographie. Le rendement de

* Nous remercions le CEA, Saclay, pour une subvention
ayant permis Pachat de ce réactif.

** L es radioactivités ont ét€ mesurées sur un appareil a
scintillation Nuclear Chicago Mark 1, de rendement
47%.

*%* Nous remercions M I P Nitsch, Phytotron

Yvette, pour ce matériel.
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