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and was identified as dihydrovelutinic acid (2); MS, m/e (rel. int.):
474 (M*, 16.7), 305 (21.7), 275 (17.2) and 207 (34).

Acetylation of dihydrovelutinic acid (2). Dibydrovelutinic acid
(2) was treated with Ac,0-Py (1:1) at room temp. for 12 br to
afford acetyl dibydrovelutinic acid (5); PMR (CDCl,): 5 0.83
(3H, d, J = 6 Hz), 090 (3H, s), 0.95 (6H, s), 1.08 (3H, 5), 1.16 (3H,
s), 1.21 (3H, s), 2.00 (3H, s, —OAc) 2.02 (3H, 5, —QAc), and 4.86
(2H, m).

Methylation of acetyldihydrovelutinic acid (8). Acetyl dihydro-
velutinic acid (5) was treated with CH, N, in Et,O at room temp.
overnight to afford acetyl methyl dihydrovelutinate (6); PMR
(CDCY,): 60.80 (3H, d), 0.92 (3H, 5), 095 (6H, 5), 1.07 (3H, 9), 1.15
(3H, s), 1.20 (3H, s), 1.99 (3H, s, —OAc), 2.02 (3H, s, —OAc),
3.77 (3H, s, —OMze), 436 (1H, s, J = 12 and 3 Hz, H-16) and
4.76 (1H, m, H-3).
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Abstract—Culture in a phytotron of Cannabis sativa L. originating from 8. Africa revealed the presence of two
chemotypes varying in concentration of tetrahydrocannabinolic and tetrahydrocannabivarolic acids. We ascribe this

to the genetic heterogenity of the seeds.

INTRODUCTION

Selon P'aire de répartition géographique du Cannabis
sativa L., on a coutume de distinguer le Chanvre & résine
de régions chaudes et séches et le Chanvre 4 fibre des
zones tempérées. Cette distinction se retrouve au niveau
de la composition chimique des plantes: le tétrahydro-
cannabinol [1] et son précurseur Vacide tétrahydro-
cannabinolique caractérisant le Chanvre a résine tandis
que les constituants majeurs du Chanvre textile sont le
cannabidiol et I'acide cannabidiolique [2,3]. Chez le
Cannabis sativa L. originaire d’Afrique du Sud, les
cannabinoides principaux sont le tétrahydrocannabinol
et son précurseur; on note I'absence de cannabidiol [4].
De plus, nous avons déja indiqué Pimportance des

composés propyliques {5] homologues du tétrahydro-
cannabinol et de son acide [6] chez ce Chanvre.

Il nous a paru intéressant d’approfondir 'étude du
Chanvre originaire d’Afrique de Sud. Dans ce but, nous
avons entrepris de le cultiver dans les salles conditionnées
du Phytotron du CNRS de Gif/Yvette selon les tech-
niques déja utilisées [7]. Nous écartons ainsi tout risque
de fertilisation croisée et donc 'hybridation qui ne
manque pas de se produire lors des cultures en plein
champ de Chanvre de diverses origines [8,9]. Nous avons
pu suivre, avec précision, les caractéres morphologiques,
physiologiques et chimiquesdes plantescultivées, pendant
trois générations, dans les deux conditions climatiques
déja retenues [ 7] 4 savoir: 32° le jour et 12° la nuit d’une
part et 22° le jour et 12° la nuit d’autre part.
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RESULTATS

Analyse chimique qualitative

Les données de la chromatographie sur couche mince
confrontées i celles de la chromatographie en phase
gazeuse ont révélé la présence constante de I'acide tétra-
hydrocannabinolique (ATHC-C;), du tétrahydrocanna-
binol (THC-C;) de I'acide tétrahydrocannabivarolique
(ATHC-C,) et du tétrahydrocannabivarol (THC-C,)
ainst que celle des acides cannabichroméniques et canna-
bigéroliques et de leurs dérivés décarboxylés. Nous
n’avons pas détecté d’acide cannabidiolique (ABCD-Cs)
ou de cannabidiol (CBD-C;). I faut noter que dans le
matériel végétal frais analysé, les cannabinoides sont
présents principalement sous leur forme acide, la
décarboxylation se produisant pendant le séchage de la
plante [11]. La méme composition chimique qualitative a
étéretrouvée chez toutes les plantes quelle que soit Ialter-
nance climatique considérée, la génération des plantes et
le sexe de la sommité analysée.

Analyse quantitative

Nous avons dosé les cannabinoides majeurs des
sommités fleuries des plantes: (ATHC-C5 + THC-Cy)
d’une part (ATHC-C; + THC-C;) d’autre part. Dans
un méme lot de plantes en expérience nous avons en-
registré des différences quantitatives importantes d’une
plante 4 une autre selon 'importance relative des deux
principaux groupes de cannabinoides. Ces variations
individuelles vont méme jusqu’a I’inversion du rapport
ATHC-C(/ATHC-C;. Nous sommes ainsi amenés a
considérer des plantes soit ATHC-C,; dominant, soit
ATHC-C, dominant. Les individus ATHC-C, dominant
existent constamment en plus grand nombre i la
premiére et 4 la deuxiéme génération. En troisiéme
génération toutes les plantes sont ATHC-C, dominant.

Nous avons suivi I’évolution des teneurs en canna-
binoides des plantes en fonction des générations et sous
les deux conditions climatiques. Les résultats sont con-
signés dans le Tableau 1. Une analyse statistique montre
qu’il n’apparait pas de différence significative entre les
générations et selon les conditions puisque, suivant les
séries expérimentales considérées, nous relevons en
32-12° des teneurs en cannabinoides supérieures i celles
enregistreés en 22-12°, et inversement.

DISCUSSION

L’analyse individuelle de chacune des plantes en
expérience a révélé la présence de deux types chimiques
de plantes au sein d’une population de Cannabis d’origine
géographique déterminée et cultivée dans les conditions
rigoureuses réalisées en Phytotron. Chaque génération
est issue du lot de graines récoltées sur les plantes de la
génération précédente. Nous attribuons cette observa-
tion & ’hétérogénéité génétique des graines, en opposition
aux conclusions d’autres auteurs relatives a différentes
populations de Cannabis [12].

Au cours de la culture de trois générations successives
de plantes, il s’est opéré une ‘sélection naturelle’ puisqu’a
la premiére et a la deuxiéme génération nous disposons
des deux types de plantes ATHC-C, dominant et ATHC-
C, dominant, tandis qu’a la troisiéme génération toutes
les plantes sont ATHC-C,; dominant. Divers facteurs
peuvent entrer en jeu: les conditions externes, la plus
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grande fécondité ou la germination plus aisée de I'un
des types etc. . . . Dans les conditions de I'expérience,
nous n’avons pas été en mesure de corréler la morpho-
logie des plantes a leur composition chimique propre.

Face 4 lexistence de ces deux types chimiques, nous
avons réalisé des essais de multiplication végétative du
Chanvre [11] non encore signalée dans la littérature a
notre connaissance. Nous avons pu ainsi disposer de
clones qui conservent les caractéres des plantes-méres
dont ils sont issus et qui nous permettent de montrer la
stabilité de ces deux types chimiques (résultats non
publiés).

Les premiers dosages indiquent un homogénéité
satisfaisante des teneurs en cannabinoides des plantes
tant pour le clone ATHC-C; dominant que pour son
homologue propylique (Tableau 2). Sur chacun des
clones représentatifs des deux types chimiques mis en
évidence, il sera possible d’étudier I'influence des facteurs
de I’environnement. Nous pourrons suivre, de fagon pré-
cise I’évolution des clones obtenus par multiplications
végétatives successives et maintenus dans les deux con-
ditions climatiques choisies.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les graines de Cannabis sativa L., originaire d' Afrique du Sud,
sont fournies par le Laboratoire de la Division des Stupéfiants
des Nations Unies & Genéve; elles sont notées ‘UNC 255". Pour
la deuxiéme et la troisiéme génération on utilise les graines
récoltées au Phytotron. Les plantes sont obtenues 4 partir de
semis effectués dans la vermiculite selon la technique déja
décrite [7]. Elles sont cultivées, en Phytotron et comparative-
ment, dans deux conditions climatiques : 32° le jour et 22° la nuit
d’une part, 22° le jour et 12° la nuit d’autre part; I'éclairement
quotidien est de 16 hr, I'humidité relative de 70%. A un stade
déterminé de leur développement (7 paires de feuilles) les
plantes subissent un passage de 2 semaines en jours courts de
9 hr pour induire la floraison.

On préléve les sommités (1/5 de la hauteur de ia plante) des
plantes fleuries dgées d’environ 80 et 100 jours depuis leur semis,
pour les plantes miles et femelles, respectivement. L’extraction
consiste en une stabilisation extractive par MeOH & I'ébullition
suivie d’une évaporation et d’une reprise de I'extrait par de
petites quantités répétées du mélange hexane—C,Hg (1:4).

L’analyse qualitative est effectuée par CCM de silice, dans
hexane—dioxanne (4:1) le révélateur est le Bleu Solide B en
solution dans NaOH. Cette méthode permet une bonne
séparation des cannabinoldes sous leur forme acide. Aprés
décarboxylation de I'extrait par chauffage au bain marie a 80°
pendant 1 hr, le développement de la CCM de silice se fait daas
hexane-Et,0 (4:1) spécifique des cannabinoides neutres. Le
tétrahydrocannabinol (THC-C) et son acide (ATHC-C;)d’une
part, le tétrahydrocannabivarol (THC-C;) et son acide (ATHC-
C,) d'autre part sont dosés par CPG, I’étalon interne ¢étant le 4
androsténe 3-17 dione en solution dans EtOH. L'appareil est
équipé d’un détecteur a ionisation de flamme et d’une colonne de
verre de 2,40 m de long d'un diamétre de 1/8° de pouce renfer-
mant 3% de OV 17 sur varaport 80-100 mesh. Le gaz vecteur
est N, (débit 25 ml/mm); les températures sont de 240° pour la
colonne, 260° pour I'injecteur et le détecteur. L’on se refére a
une gamme étalon de THC-C;. Technique de bouturage. Les
clones sont obtenus par bouturage des sommités fleuries des
rameaux axillaires des plantes-méres. L’enracinement des
Boutures a lieu dans des terrines. le substrat est composé de laine
de verre et de vermiculite. Le repiquage a lieu environ 30 jours
aprés le bouturage dans les conditions déja indiquées [11].
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Tableau 1. Teneurs en cannabinofdes du Cannabis sativa L., au cours des trois générations, dans les deux conditions climatiques

Conditions climatiques

32-12° 22-12°
Teneurs en cannabinoldes sommités méles sommités femelles sommités méles sommités femelles
n 6 5 6 6
C, 1,40 1+ 0,48 281 + 1,55 1,59 + 0,64 2,57 + 1,30
ATHC-C, C, 0,48 + 0,26 0,80 + 0,58 0,19 £+ 0,16 0,41 + 0,31
dominant T 1,88 + 0,71 3,61 + 1,69 1,78 + 0,75 2,98 + 1,61
R 329 + 1,18 6,58 + 5,84 12,08 + 7,69 7,27 + 2,02
UNC 255
1G n 3 4 3 3
Cs 0,42 + 0,40 0,33 + 0,12 0,54 + 0,10 1.02 + 0,50
ATHCC, C, 1,46 + 0,79 1,64 + 0,53 1,58 + 0,12 1,51 + 0,67
dominant T 1,88 + 1,18 1,97 £ 0,63 2,12 £ 0,15 253 + 1,13
R 0,24 + 0,13 0,20 1 0,04 0,34 1 0,19 0,68 + 0,21
n 6 3 5 4
C, 1,85 £ 0,27 2,09 + 0,27 3,29 £ 0,93 1,92 + 0,39
ATHC-C, C, 0,44 + 0,31 0,75 + 0,24 0,31 + 0,01 0,34 + 0,54
dominant T 2,29 + 0,57 2,84 + 0,51 3,42 + 090 2,27 £ 0,73
R 8,51 + 12 2,95 + 0,81 9,82 1 0,69 22.70 + 16,85
UNC 255
2G n 3 1 1
Cs 0,60 + 0,26 1,94 0,48
ATHC-C, C, 2,34 + 0,78 2,80 1,25
dominant T 2,94 + 0,97 4,74 1,73
0,25 £ 0,07 0,69 0,38
n 6 6 6 6
Cq 2,03 £ 0,39 2,25 £ 0,61 2,94 + 0,91 3,25 £ 0,51
ATHC-C, C, 0,51 + 0,08 0,59 £ 0,19 0,26 + 0,01 0,42 + 0,64
dominant T 2,29 + 0,36 2,74 + 0,44 3,07 £ 082 3,46 + 0,50
R 3,53 £ 0,52 3,83 + 1,66 9,14 + 0,53 39,60 + 32,21
UNC 255
3G n
Cs
ATHC-C, C,
dominant T
R
n = nombre d’individus, Cs = ATHC-C; + THC-C,, T = Cs + C,, C; = ATHC-C; + THC-C;, R = C4/C,.
L’erreur standard de chaque moyenne est indiquée.
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Our previous paper described the occurrence of 24-
methylenelanost-8-en-3g-0l in the 4,4-dimethyisterol
fraction from the seeds of Brassica napus [1]. We now
report the detection and tentative identification of two
new sterols in the 4-monomethyisterol fraction separated
from the seeds. 4x-Methylsterols hitherto found in the
4-monomethylsterol fraction from the Cruciferous seeds
are 31-norlanostenol and/or 4a-methylzymostenol [2],
lophenol [3], 3i-norlanosterol [2], obtusifoliol [2,4],
gramisterol (24-methylenelophenol) [2,4] and citro-
stadienol [2, 4, 5].

The 4-monomethyisterol fraction separated from the
unsaponifiable matter of the seeds of B. napus [1] was
acetylated with Ac,0-Py. The acetate fraction (108 mg)
obtained was separated into six bands by PLC on AgNO ;-
Si gel (1:4) with two developments using CCl,-CH,Cl,
(5:1). The fraction (3 mg) recovered from the second band
{R;0.47) from the solvent front gave two peaks on GLC.
GC-MS of the faster eluted major component (A, 68 %)
showed that it was an acetate of a C;, sterol with two
double bonds {m/e 468, M*, C,,H,,0,) of which one was
present in the side chain (m/e 341, M* — C4H,, [SC] —
2H). The fragment ions at m/e 301 (M* — SC — C,Hy)

and 287 (m/e 301 — CH) indicated the presence of an
additional C-32 methyl group in the ring system. Further-
more, thefragmentionsatm/e 384(M™ — CH,,)and 369
{m/e 384 — Me) showed that the side chain double bond
was located either at C-24(28) or at C-24(25) [6]. The RR,
of the steryl acetate was 1.82 (SE-30}, 1.74 (Dexil-300),
1.76 {OV-17) and 1.79 (OV-210). Since the data from MS,
GLC and argentation TLC were identical with those of
authentic 4a.14a,24-trimethyl-5a-cholesta-8,24-dien-38-
yl acetate {1b. R’ = Ac) prepared from obtusifoliyl
acetate (1a, R” = Ac), the steryl acetate A is considered to
have the structure 1b, R" = Ac.

GC-MS of the siower eluted minor component (B,
32 %, )showed that it wasalso anacetate of a C,q sterol with
two double bonds (m/e 468, M 7). The fragment ions at m/e
341, 384 and 369 and at m/e 301 and 287 indicated the
presence of a double bond located at C-24{28) or at
C-24(25) in the side chain and an additional C-32 methyl
group in the ring system, respectively. Furthermore, the
ion at m/e 285 (M* — C, H,,0, — Me) was probably
due to the presence of 98,19-cyclopropyl group rather
than the double bond in the ring system [7]. The RR, of
the steryl acetate was 2.09 (SE-30), 2.05 { Dexst1-300). 2.09



