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and was identiki as dihydrovelutiuic acid (2); MS, m/e (rel. int.): 
474 (hi+, 16.7), 305 (21.7), 275 (17.2) and 207 (34). 

Acetylatiwr qfdihydroclehctfnic c&d (2). Dihydrovelutinic acid 
(2) was treated witb Ac,G-Py (1: 1) at room temp. for 12 hr to 
afford acetyl ~by~ovelu~ic acid (5); PMR (CDCI,): 6 0.83 
(3H, 4 J = 6 Hz), 0.90 (3H, s), 0.95 (6H s), 1.08 (3H, s), 1.16 (3H, 
s), 1.21 (3H, s), 200 (3H, s, -GAc) 2.02 (3H, s, -OAc), and 4.86 
(Z-I, m). 

Methyl&m o~~ety~ihydr~eiut~k acid (5). Acetyl dihydro- 
velutinic acid (5) was treated with CH,N, in Et,0 at room temp. 
overnight to afford acetyl methyl dibydrovelutinate (6); PMR 
(ma): 6 0.80 (3H, d), 0.92 (3H, s), 0.95 (6H, SX 1.07 (3H, a), 1.15 
(3H, s), 1.20 (3H, s), 1.99 (3H, s, -OAc), 2.02 (3H. s, -OAc), 
3.77 (3H, s, -OMc), 4.36 (lH, s, J = 12 and 3 Hz, H-16) and 
4.76 (lH, m, H-3). 
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AUract-C!ulture in a phytotron of Cannabis s&au L. originating from S. Africa revealed the presence of two 
chemotypes varying in concentration of tetrahydrocannabinolic and tetrahyd.rocannabivarolic acids. We ascribe this 
to the genetic hcterogenity of the seeds. 

INTRODUCITON 

Scion hire de &partition g6ographique du Cannabis 
sutiua L., on a coutume de distinguer le Chanvre a rtsine 
de regions chaudes et skhes et le Chanvre B fibre des 
xones teml&&es. Cette distinction se retrouve au niveau 
de la composition chimique des planks: le tktrahydro- 
cannabinol El] et son prkcurseur l’acide tetrahydro- 
~n~bino~que caractkkant le Chanvre B resine tandis 
que les constituants majeurs du Chanvre textile sont ie 
cannabidiol et l&de cannabidiolique [2,3]. Chez le 
Cannabis sat& L. originaire d’Afrique du Sud, les 
cannabinoides principaux sont le tkahydrocannabinol 
et son prkurseur; on note i’absence de cannabidiol]4]- 
De plus, nous avons deja indique l’importance des 

composes propyliques [S] homologues du tttrahydro- 
aumabinol et de son acide [6] chez ce Chanvre. 

11 nous a paru int&essant d’approfondir l’ttude du 
Chanvre originaire d’Afrique de Sud. Dans ce but, nous 
avons entrepris de le cult&r dans les salles condition&es 
du Phytotron du CNRS de Gif/Yvette selon les tech- 
niques deja utilisks [7]. Nous &cartons ainsi tout risque 
de fertilisation croisee et done I’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 precision, les caractkres morphologiques, 
physiologiquesetchimiquesdesplantescultivkes,pendant 
trois generations, dans les deux conditions climatiques 
d&j& retenues [7] a savoir : 32” le jour et l2” la nuit d’une 
part et 22” le jour et 12” la nuit d’autre part. 
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STATS 

Analyse chimique quulitutive 

Lea doades de la chromatographie sur couche mince 
confront& B celles de la chromatographie en phase 
gazeuse ont r&M la prksence constante de I’acide tttra- 
hydrocannabinolique (ATHC-Q du tktrahydrocanna- 
binol (THC-Cs) de I’acide tktrahydrocannabivarolique 
(ATHC-C,) et du tktrahydrocannabivarol (THC-C,) 
ainsi que celle des acides cannabichromkniques et canna- 
bigkroliques et de leurzr d&ivb dkcarboxylts. Nous 
n’avons pas d&e& d’acide cannabidiolique (ABCD-C,) 
ou de cannabidiol (CBD-C,). II faut noter que dans le 
matkriel vkgttal frais analysk, les cannabioolides sont 
prksents principalement sous leur forme acide, la 
dkcarboxylation se produisant pendant le skhage de la 
plante [ 1 I]. La meme composition chimique qualitative a 
kttc retrouvke chez toutes les plantes quelle que soit I’alter- 
nance climatique considSe, la g&ration des plantes et 
le sexe de la sommitt analyste. 

Analyse quantitative 
Nous avons do& les cannabinoides majeurs des 

sommitis fleuries des planks: (ATHC-CS + THC-C5) 
d’une part (ATHC-C, + THC-C,) d’autre part. Dans 
un meme lot de plantes en expkrience nous avons en- 
registrt des diffkrences quantitatives importantes d’une 
plante & une autre selon l’importance relative des deux 
principaux groupes de cannabinoides. Ces variations 
individuelles vont meme jusqu’g I’inversion du rapport 
ATHC-CJATHC-C3. Nous sommes ainsi amen& g 
considkrer des plantes soit ATHC-C, dominant, soit 
ATHC-C, dominant. Les individus ATHC-C5 dominant 
existent constamment en plus grand nombre B la 
premitre et & la deuxikme gknkration. En troisitme 
gknntration toutes les phmtes sont ATHC-C5 dominant. 

Nous avons suivi l’tvolution des teneurs en canna- 
binoides des plantes en fonction des gknkrations et sous 
les deux conditions climatiques. Les rksultats sent con- 
signts dans le Tableau 1. Une analyse statistique montre 
qu’il n’apparait pas de dit%rence signifkative entre les 
g&rations et selon les conditions puisque, suivant les 
skies expkimentales consid&&, nous relevons en 
32-12” des teneurs en cannabinoides supkrieures B celles 
enregistreks en 22-12’. et inversement. 

DISCWSSION 

L’analyse. individuelle de chacune des planks en 
expkrience a r&&k la prksence de deux types chimiques 
de plantes au sein d’une population de Cannabis d’origine 
gbographique determinCe et cultivke dans les conditions 
rigoureuses rkaliskes en Phytotron. Chaque gkrkration 
est issue du lot de graines rkcoltkes sur les plantes de la 
g&ration prkkdente. Nous attribuons cette observa- 
tion B I’Mttrogkntit~gknCtique des graines, en opposition 
aux conclusions d’autres auteurs relatives li diffkrentes 
populations de Gnn.abis [12]. 

Au tours de la culture de trois g&&rations successives 
de plantes, il s’est opkrk une ‘sklection naturelle’ puisqu’g 
la premitre et g la deuxi&me g&ration nous disposons 
des deux types de plantes ATHC-C5 dominant et ATHC- 
C3 dominant, tandis qu’a la troisikme gbntration toutes 
les plantes sont ATHC-C5 dominant. Divers facteurs 
peuvent entrer en jeu: les conditions extemes, la plus 

grande fkconditt ou la germination plus aiske de l’un 
des types etc. . . . Dans les conditions de l’expkrience, 
nous n’avons pas ttt en mesure de corrkler la morpho- 
logie des plantes B leur composition chimique propre. 

Face g l’existence de ces deux types chimiques, nous 
avons rCalisC des essais de multiplication vkg&ative du 
Chanvre [ll] non encore signal&z dans la littkature & 
notre connaissance. Nous avons pu ainsi disposer de 
clones qui conservent les caractkres des plantes-m&es 
dont ils sent issus et qui nous permettent de montrer la 
stabilitt de ces deux types chimiques (rksultats non 
publik-s). 

Les premiers dosages indiquent un homogknkitk 
satisfaisante des teneurs en cannabinoides des plantes 
tant pour le clone ATHC-C5 dominant que pour son 
homologue propylique (Tableau 2). Sur chacun des 
clones reprtsentatifs des deux types chimiques mis en 
Cvidence, il sera possible d’ktudier l’influence des facteurs 
de l’environnement. Nous pourrons suivre, de fapon pr6- 
cise I’holution des clones obtenus par multiplications 
vkgitatives successives et maintenus dans les deux con- 
ditions climatiques choisies. 

PAIUTE mAL.E 

Les graines de &v&is s&w L., originaire d’Afrique du Sud, 
sont four&s par le Laboratoire de la Division des Stupklknts 
des Nations Unies B Gen&ve; elles sont not&s ‘UNC 255’. Pour 
la deuxibme et la troisitme generation on utilise les graines 
rkcoltkes au Phytotron. Les plantea sont obtenues B partir de 
semis effectuts dans la vermiculite selon la technique dkjja 
d&rite (71. Elles sont cultivkes, 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; l’kclairement 
quotidien est de 16 hr. I’humiditi relative de 70%. A un stade 
d&mint de leur d&eloppement (7 paires de feuilles) Ies 
plantes subissent un passage de 2 semaines en jours courts de 
9 hr pour induire la floraison. 

On priltve lea sommitis (l/S de la hauteur de la plante) des 
planks fleuries @es d’environ 80 et 100 jours depuis leur semis, 
pour les plantes m&s et femelles, respe-ctivement. L’extraction 
consiste en une stabilisation extractive par McOH B l’tbullition 
suivie d’une Cvaporation et d’une reprise de l’extrait par de 
btites quantitks r+%es du mklange hexane-C,H, (1:4). 

L’analyse qualitative eat effect&e par CCM de silk, dans 
hexane-dioxanne (4:1) Ie rkvklateur est le Bleu Wide B en 
solution dam NaOH. Cctte mtthode permet une bonne 
skparation des cannabinoldea sous leur forme acide. Aprks 
dkcarboxylation de l’extrait par chauffage au bain marie a 80” 
pendant 1 hr, le dtveloppement de la CCM de silice se fait dans 
hexane-Et,0 (4: 1) spkciflque des cannabinoides neutres. Le 
tkabydrocannabinol (THC-C,) et son acide (ATHC-C,) d’une 
part, le tttrahydrocannabivarol (THC-C,) et son acide (ATHC- 
C,) d‘autre part sont doses par CPG, 1’6talon inteme &ant le 4 
androsthne 3-17 dione en solution dans EtOH. L’appareil est 
kquipkd’un dttccteur g ionisation de flamme et d’une colonne de 
verre de 2,4O m de long d’un diambtre de l/8’ de pouce renfer- 
mant 3 9/!, de OV 17 sur varaport 80-100 mesh. Le gaz vecteur 
est N, (dCbit 25 ml/mm); les tempkatures sont de 240” pour la 
colonne, 260” pour l’injecteur et le dttecteur. L’on se refire g 
une gamme &Ion de THC-C5. Technique de bouturage. Les 
clones sont obtenus par bouturage des sommitis fleuries des 
ramcaux axillaircs des planks-m&es. L’enracinement des 
Bouturn a lieu dam des terrines. le substrat est compos2de laine 
de verre et de vermiculite. Le repiquage a lieu environ 30 jours 
aprb le bouturage dans les conditions dkjB indiqubs [ll]. 

Remerciemenrs--Ce travail fait partie d’un ensemble de recher- 
ches b&nCticiant d’une aide de I’Inserm. 
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Tableau 1. Teneurs en cannabinokies du Ccrnnobis satfw L., au tours de8 trois p&rations, dans lea deux conditions climatiques 

Tencurs en cannabinoldes 

Condition8 climatiques 
32-12” 22-12” 

sommitts m&s sommitts femelles sommitks tiles sommitts femelles 

ATHC-CS 
dominant 

UNC 255 
1G 

ATHC-C, 
dominant 

ATHC-C, 

UNC 255 
2G 

ATHGCq 

ATHC-C, 

UNC 255 
3G 

ATHC-C, 

z c: 
T 
R 

6 
C, 
T 
R 

E, 
G 
T 
R 

z 
C, 
T 
R 

:, 
C, 
T 
R 

G 
C3 
T 
R 

6 
1740 f 0.48 
0,48 f 426 
1.88 f 0,71 
3.29 f 1,18 

0,42 : 440 
1,46 f 479 
1.88 f 1,18 
024 f 0,13 

6 
1.85 f 427 
0,44 f 0,31 

2,29 f 0,36 
3,53 f 0.52 

981 : 155 
480 f 0:58 
3,61 f 1,69 
6,58 f 5,84 

4 
0,33 f 0,12 
1,64 f 0,53 
1,97 f 0,63 
020 f 0.04 

509 : Q27 
0.75 f 024 
2,84 f 0,51 
2,95 f 0,81 

0,60 : 0,26 
234 f 0.78 
2,94 f 0,97 
025 f 0,07 

2.25 :061 
0,59 f 0:19 
2,74 f 0,44 
3,83 f 1,66 

6 
1,59 f 464 
419 f 0,16 
1,78 f 0,75 

12,08 f 7,69 

454 : 410 
1,58 f 412 
z12 f 415 
0.34 f 0.19 

5 4 
3,29 f 493 1,92 f 0.39 
431 f 401 0,34 f 0.54 
3,42 f 490 2,27 f 0,73 
9,82 f 0.69 22.70 f 16,85 

1 1 
1,94 048 
580 1.25 
4,74 1.73 
0.69 0.38 

&091 
0.26 f iO1 
3,07 f 482 
9,14 f 0,53 

6 
2,57 f 1,30 
0.41 f 431 
298 f 1,61 
7,27 f 2.02 

3 
1.02 f 450 
I.51 f 0.67 
253 f 1.13 
468 f 421 

6 
3,25 f 451 
0,42 f 0.64 
3,46 f 0,50 

39,60 f 3221 

n = nombre d’individua, C, = ATHC-C, + THC-C,, T = C, + C,, C, - ATHCC, + THC-C,, R = C&Z,. 
L’erreur standard de chaque moyenne est indiquk 
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Tableau 2. Teneurs en cannabinoldes de8 plantee de Cannabis sutiw L. obtenuea par multiplication vkgktative (exprimkes en g p. 100 
de mat&e &he) 

32-12’ 
Condition8 climatiques 

22-12” 

ClOneS Clone A Clone B Clone C Clone D 

Tencurs en cannabinoIde8 THC-Cs THCC, THC-Cs THC-C, THC-C, THC-C, THC-C, THC-C, 
Plante 1 144 0.17 0,29 1,48 594 0,58 253 O&O 
Plante 2 1.74 OZ 0.35 1968 242 0.78 221 0,55 
Plante 3 1S 0.18 0.35 l&O 564 0.68 575 477 
Plante 4 1,54 0,18 OM 1,52 
Plante 5 1,62 022 0,33 1,76 

m 1,56*0,11 0,19+0,03 0,34+0,04 1,60~0,11 2,67*0,26 0,68*0,10 2,50+0,27 O&4*0,12 

m = moyenne. 
L’erreur standard de chaque moyenne est indiquk. 
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TWO NEW 4a-METHYLSTEROLS IN THE SEEDS OF BRASSICA NAPUS 

T. 1ro1.1, K. UCHIKAWA, T. TAMURA and T. MATS~MXO 

College of Science and Technology, Nihon University, 8, Kanda Surugadai, I-chome, Chiyoda-ku, Tokyo, 101 Japan 

(Receiwd 31 March 1977) 

Key Word I&x--Brassica nupus; Cruciferae; 4c+methylsterols; ~,~~~,2~t~methylchoIes~-S,2~dien-3~-oI; 42, 
14a,24-trimet.hyl-9~,19-cyclocholest-24-en-3~-ol; seeds. 

Our previous paper described the occurrence of 24- 
methyleaeianost-8en-3fl-ol in the 4,4-dimethyisterol 
fraction from the seeds of Brussica napu.s [I]. We now 
report the detection and tentative identification of two 
new sterols in the cl-monomethyisterol fraction separated 
from the seeds. 4a-Methylsterols hitherto found in the 
Cmonomethylsterol fraction from the Cruciferous seeds 
are 3 1 -norlanostcnol and jor 4a-methylzymostenol [2], 
lophenol [3], 3 1-norlanosterol [Z]. obtusifoliol [2,4], 
gramisterol (24-methyienelophenof) 12.43 and citro- 
stadienol [2 4.51. 

The 4-monomethylstero~ fraction separated from the 
unsaponifiabie matter of the seeds of B. napus [ 1 J was 
acetylated with Ac,O-Py. The acetate fraction (108 mg) 
obtained was separated into six bands by PLC on AgNO,- 
Si gel (1:4) with two developments using GCI,-CH,CI, 
(5 : 1). The fraction (3 ms) 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 YJ 
showed that it was an acetate of a c,, sterol with two 
double bonds(m/e468, M+, C,,H,,OJ of which one was 
present in the side chain (m/e 341, M+ - C,H,, [SC] - 
2H). The fragment ions at m/e 301 (M+ - SC - C,H$ 

and 287 (m/e 301 - CH& indicated the presence of an 
additional C-32 methyl group in the ring system. Further- 
more,thefragmentionsatm/e384(M’ - C,HJand369 
(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.l4~24-t~methyI-S~~hoIesta-8,24-dien-3~- 
yl acetate (lb. R’ = AC) prepared from obtusifoliyl 
acetate (la, R’ = AC), the steryl acetate A is considered to 
have the structure lb, R’ = AC. 

GC-MS of the slower eluted minor component (B, 
32 YJshowed that it wasalsoanacetateofa&,sterol with 
two double bonds (m/e 468, M ‘). 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+ - C1,H,,02 - Me) was probably 
due to the presence of 9~.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 t Dcsstl.3OOt. 2.09 


