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R&smn~Le cycloeucalenol (I) et l’obtusifoliol (II) sont identifXs gr8ce a un marquage intense et bref a 
l’acide adtique l-r4C. Ces deux substances pourraient @tre des internkliaires dans la biosynthtse des sttrols 
dans les planks supkrieures. 

Ah&act~cloeucalenol (I) and obtusifoliol (II) have been identified in tobacco tissues grown in vitro. 
It is suggested that these two products might be intermediites in the biosynthesis of sterols in higher plants. 

Nous avons montre pr6c6demment1~2 que la fraction triterpenique de nombreux vtgetaux, 
notamment de tissus divers cultives in oitro, contenait le cycloartenol et le methyltne-24 
cycloartanol. Aucun autre triterpene tetracyclique n’a pu etre identifie dans cette fraction; 
en particulier, le lanosterol et le methyl&e-24 lanosterol, que l’on pensait devoir &re des 
interm&diaires dans la biosynthtse des phystosterols, n’ont pu &re d6celQ malgre l’utilisation 
de methodes analytiques sensibles, faisant appel a des marquages intenses. 

Ces rbultats suggerent que le cycloartenol pourrait jouer dans les vegetaux etudies, ainsi 
que l’avaient deja propose Schreiber et Gsske,3 un role parallele a celui du lanost&ol darts 
le foie de rat ou les champ&tons unicellulaires. Goad et Goodwin4 ont confirm6 ces 
resultats dans de nombreuses autres plantes et les ont complMs en identiant en outre le 
cycloeucal6nol (I). Ils ont ainsi et6 amen& a proposer un schema biosynthttique p&is, dans 
lequel le m&hyltne-24 cycloartanol serait d’abord demethyle en cycloeucalCno1 (I); I’ouver- 
ture du cycle 9:10:19, apparemment indispensable pour permettre la perte du methyle en 
C-14, pourrait alors s’effectuer pour donner notamrnent l’obtusifoliol (II), substance identi- 
IXe pr&demment dans le latex d’Euphorbia obtusifo&x5 La demethylation en C-14 

1 P. BENVWISIE, L. Hntrn et G. Ouarsso~, Pl?ytoclum. $31 (1966). 
s J. D. EHRHARDT, L. Hmrri et G. Ouaraso~, Phytochem. 6,815 (1967). 
3 H. VON ARDJWNE, G. OSSKE, K. Smmsmaa, K. S~EINFELDER et R. TUMMUR, KuIturppmU 13,101 (1965). 
4 L. J. GOAD et T. W. GOODWIN, Europeen J. Biochem. 1,357 (1966). 
s J. Beahouo BARRERA, J. L. BRET~N, J. D~LGAW MAIUIN et A. G. GONZAU~, An. Real Sot. Esp. Fis. Qdm. 

63,191(1%7). 
l Ce travail a ete entrepris dans le cadre dune action conjointe, aid& pas lea sections de Biologic C&J- 

laire et de Chimie organique du CNRS ulterieurement transformke en R.C.P. no. 34, intituke: “L’utihsation 
des tissus vegetaux cultivks &I vitro pour l’etude des produits naturels”. 
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dormer&it ensuite le methylbne-24 lophtnol, que now avions is016 dans les tissus de Tabac, 
et que Goad et Goodwin ont retrouve dans leur materiel. L’identification r6cent.e de l’obtusi- 
folio1 (II) par ces memes auteur.@ constituait alors un solide argument en faveur de ce schema. 

I1 etait important de vkifier si la fraction des “methyl-4 st&rols”, dont nous avions 
pr&x!demment isolt le m&hyltne-24 Iophdnol (III) et son homologue ethylidbnique, contenait 
egalement le cycloeucalenol (I) et l’obtusifoliol (II). 
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PARTIE EXPERIMENTALE ET RESULTATS 

Les tissus de Tabac anerg& et&iv& ix e&o ant et& d&its p rtcbdemment.7 I&a tecbniqued dwlisation 
des tl&uents marques, ainsi que laa techniques d’extraction, de separation et d’identifkation dea terp&~o&ke, 
ontCttd~~dans~articl~p~~.‘,2 Encequiconceme ~~~~~~~~~~~ 
i&&s, nous avons dune part utilist un kcteur &c~~t~ Berthold, et &au&e part un w 
B scintillation liquid8 Packard. 

On pro&de pendant 60 mn B une incubation de 12 cultum de tisaus de Tabac (20 g de poida fmis) dam 
un milieu contenant 200 PC (0.3 me) d’acide acktiquo l-t* (40 mC/mM). ApttS extra&on B l*&her de 
p&role dca tissue lyophihska, on ajoute 8 l’extrait brut 1 mg de cycloeucakrol et 1 mg d’obtusifoliol non 
radioactifs. On saponitio lo tout pendant 1 h. La mati&re insaponifiable est chromatographi& en couche 
mince dam des conditions permettant de Sopam les “dimkthyl4,4 stkrols” et les “methyl-4 stkols” d’avec 
Its stkols proprement dits. Comme les “dim&hyl-t,4 sterols” sent beaucoup plus radioactifs que len 
“methyl-4 8t&rols”, on rechromatographio le3 “mCthyl-4 stkrols” avec de8 “dim&hyl_r),4 stkroh” non 
radioactifs a6n d’&miner toute contamination due k ces demiem. Lea “m&hyl-4 sterols” ainsi puri& sent 
ac&ylts; les ac&atts obtenus wnt purifik par chromatogt’aphio puis tpoxyde8 dans des conditions deja 
dkrites.l* 8 Le melange des ac&atcsCpoxy& eat chromatographib en couche mince. La repartition de la 
radioactivitt sur les chromatogrammea est indiqu& sur la Fig. 1. On voit 4 pica principaux. Le pie A est 
c~o~to~p~que~nt identique 8 l’adtateepoxyde du cycloeucalenol. Le pie B correspond B une 
substance incomme. Le pit C est c~o~to~phiqu~~t identique B l’a&ate-diepoxyde de ~obt~otiol. 
Entin le pie D correspond au melange des ackt~epoxydts du m&hyl&~~Q4 10pMnol et de Mhylidene-24 
lophenol. 

6 L. J. GOAD. B. L. WILLUMS et T. W. Goo~w-m, Eumpetan J.3iockm. 3,232 (1967). 
’ L. IiIaTH, Thkm Dr. es-S&, Paris (1958). 
8 G. PONSINFT et G. Ouarssw Phyrochem. 4,799 (1965). 
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Las ac&ate&poxydes du cycloeucaltnol et de l’obtusifoliol, rep&s par fluorcsunre apt&s aspersion de 
beMaine, sont ClutS et rechromatographits sur tme plaque analytique Merck (2 migrations avec le solvant : 
ac&atc d’&hyle: 10; cyclohexane: 90). Les pits de radioactiviti obtenus sent superposables aux bandes 
obtenues aprts dilation a la berbtrine, ce qui prouve l’identiti des substances radioactives avec, rcspec- 
tivement, les ac&ates-&oxydes du cycloeucaltnol et de l’obtusifoliol. 

Enfin, on tlue une 2&ne fois as substances et on leur ajoute respectivcment 50 mg d’acttatipoxyde du 
cycloeucal4nol froid et 40 mg d’ac&ateditpoxyde de l’obtusifoliol. On recristallise jusqu’a activite sp&ifique 
constante (Tableau 1). 

TABLWU 1 

Recristallisations 
(cpmlms) 

sllbstana 

Acttatacpoxyde du cycloeural6nol 
Acttate-diCpoxyde de l’obtusifoliol 

lbrt 2&ne 3&me 4&ne 5tme 6&a’ 

12lk5 128+5 124+5 104*5 119+5 116+5 
187*8 174&B 185&B 198+8 

CONCLUSION 

Lc cyclncwaMnol et l’obtusifoliol sent done prtSents dans notre mat&M. Leur identification a 6t6 
efkchh g&e B l’utilisation d’acide ac&ique A haute activit6 sp6cifique; la cmccntration stationnaire de 
as nor-triterpcma semble tr6a faibk et kur activit6 sp6citIque est probabl-t 6lcv6c. 

La suite comp~Vte des interm6diaires de la s6quencc biosynth6tique de Goad et Goodwins est aimi phte 
dam lea thus de Tabac c&iv& 61 oftro. CC r&hat, a lui set& ne constitue pas una pmuve dimcte de l’inter- 
vention rcClle de cc s&ma, mais lui cc&&m uns vraisamblancc encore plus grande. 
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