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colestanic 3-O-a-L-ramnopiranozil(1—4)-o-L-ram-
nopiranozil(1—4)-B-D-glucopiranozida-(25R)-5a.-

Rha-%+Rha-%~Gic—Ol

unde: Gle — glucozd, Rha — ramnoza

colestan, 22-keto,3a,16,26-triol-[26-O-f-D-gluco- 10 - g .
piranozidd] (rusticozidd G,) cu formula structurala: m calitate de compus ce sporeste productivitatea
si calitatea fructelor de tomate.
Revendicari: 1
15



10

15

20

25

30

35

45

50

55

MD 4084 B1 2010.12.31

Descriere:

Inventia se referd la o substantd biologic activd noud din clasa glicozidelor steroidice care poate fi
aplicata in agriculturd, pentru sporirea productivitatii si a calitdtii fructelor de tomate.

Este cunoscuta utilizarea glicozidei steroidice 3-O-{[p-D-glucopiranozil(1—2)]-[-D-gluco-
piranozil(1—3)]-p-D-glucopiranozil(1—4)-B-D-galactopiranozil(1—3)-f-D-glucopiranozida } -(25R)-
Sa-furostan,22a,3[3,22a,26-tetraol-[26-O-B-D-glucopiranozidd] (Moldstim) (analog structural) pentru
tratarea semintelor de tomate nainte de semdnat, in rezultatul cireia creste energia de germinare,
germinarea semintelor, puterea de crestere initiali a plantelor si productivitatea. Insi stimulatorul
cunoscut nu poseda eficacitate suficient de inaltd [1].

Este cunoscutd glicozida steroidicd cu structura 3-O-o-L-ramnopiranozil(1—4)-a-L-ramno-
piranozil(1—4)-f-D-glucopiranozida-(25R)-5a-furostan,22-keto, 33, 16f3,26-triol-[26-O-3-D-glucopira-
nozidi]- rusticozida G [2].

Totusi, activitatea biologicd a compusului mentionat nu a fost studiatd din cauza continutului lui
nesemnicativ in seminte de Nicotiana rustica L.

Problema pe care o rezolva inventia constd in largirea asortimentului de substante biologic active cu
efect major asupra productivitatii si calittii plantelor de tomate.

Se propune o glicozidd steroidicd noud din sirul colestanic 3-O-a-L-ramnopiranozil(1—4)-o-L-
ramnopiranozil(1—4)-B-D-glucopiranozida-(25R)-5a-colestan,22-keto, 3o, 163,26-triol-[26-O-3-D-
glucopiranozida] (rusticozida G;) cu formula structurald:

Rha-4+ Rha-4+Gic—~OH

unde: Gle — glucoza, Rha — ramnoza
in calitate de compus ce sporeste productivitatea si calitatea fructelor de tomate.

Rusticozida G reprezintd o glicozida steroidicd noud din sirul colestanic, care nu a fost descrisd
anterior in literatura de specialitate. Formula brutto Cs;HgsO2,, masa moleculard 1050 g/mol, [oL]D20 -
79° (c 0,5; Hy0), t,p.=176°C.

Rusticozida G; reprezintd un praf de culoare albd, bine solubil in apa, alcoolii etilic, metilic,
butilic, nu este solubil in cloroform, eter dietilic, acetona.

Dupa hidroliza acida totald a rusticozidei G, in calitate de genind dupd metodele fizico-chimice a
fost identificat (25R)-5a-colestan,22-keto,3c,16[3,26-triol, numit rusticogenind. Formula brutto
Ca7H4604.

CP RMN (ppm): 38.1 (C-1), 30.2 (C-2), 75.1 (C-3), 35.1 (C-4), 46.0 (C-5), 33.0 (C-6), 31.9 (C-7),
36.1 (C-8), 55.6 (C-9), 36.4 (C-10), 21.9 (C-11), 41.1 (C-12), 45.5 (C-13), 54.5 (C-14), 54.5 (C-15),
76.8 (C-16), 63.9 (C-17), 13.6 (C-18), 12.2 (C-19), 49.9 (C-20), 16.8 (C-21), 218.6 (C-22), 39.6 (C-23),
28,3 (C-24), 33.8 (C-25), 70.3 (C-26), 17.4 (C-27).

Cu ajutorul cromatografiei in strat subtire si pe hartie in partea oligozaharidd au fost identificate
glucoza si ramnoza.

C® RMN spectrul rusticozidei G, a relevat semnalele ale patru atomi anomerici la 102,0; 102,3;
102,9 si 102,4 ppm. Analiza spectrald a datelor 1D-TOCSY si DQF-COSY a lantului oligozaharidic a
evidentiat doud resturi de B-glucopiranozida (8 4.43 si 4.26 ppm) si doud resturi de a-ramnopiranoza (&
4.87 51 5.21 ppm).

Spectrul HMBC contine picurile-cheie de corelare intre semnalul protonului la & 4.43 ppm (H-1 al
glucozei) si rezonanta carbonicd la 79.0 ppm (C-3 al geninei), semnalul protonului la & 4.87 ppm (H-1
al ramnozei I) si rezonantei carbonice la 79.2 ppm (C-4 al glucozei), semnalul protonului la § 5.21 ppm
(H-1 al ramnozei II) si rezonantei carbonice la 80.6 ppm (C-4 al ramnozei I).

Caracterul scinddrii si constantele de interactiune spin-spin ale tuturor protonilor resturilor
glucidice ai glicozidelor total corespund configuratiilor monozaharidice in formele piranoze. Din
constantele interactiunilor spin-spin rezultd -configuratia centrelor glicozidice ale glucozidelor si a-
configuratia resturilor de ramnoze.

Tipurile de substitutie in resturile monozaharidice §i in genind si consecutivitatea legarii lor au fost
stabilite prin analiza spectrald dubld a efectelor Overhauser in sistemul de rotatie a coordonatelor
(ROESY).

In spectrul rusticozidei G, sunt stabilite picurile de corelare in coordonatele deplasarilor chimice
ale H-1 al glucopiranozei si H-3 al geninei, H-1 al primei ramnopiranoze i H-4 al glucopiranozei, H-1
al ramnopiranozei II si H-4 al primei ramnopiranoze, H-1 al glucopiranozei II si H-26 al geninei.

La compararea spectrelor C'* RMN ale rusticogeninei si rusticozidei G, se observi ci semnalul
atomului de genind la C-3 si C-26 in fiecare caz este deplasat in cdmpul slab cu 3.9 ppm si cu 5.4 ppm,
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corespunzator, ce se explicd prin efectul de glicozilare. Deplasdrile chimice ale resturilor de atomi
carbonici ale geninei ramén fard schimbari.

Rezultatul inventiei consta in aceea cd a fost obtinuta o glicozida steroidica noua din sirul colestanic
care sporeste productivitatea generald a tomatelor si calitatea comerciald a fructelor; concomitent
contribuie la extinderea asortimentului de glicozide steroidice care pot fi utilizate in agriculturd in
calitate de substante biologic active de provenienta naturald.

Procesul de obtinere a rusticozidei G;
3-O-a-L-ramnopiranozil(1—4)-a-L-ramnopiranozil(1—4)-f-D-glucopiranozida-(25R)-5a.-coles-
tan,22-keto,3a, 16f3,26-triol-[26-O-B-D-glucopiranozida] se obtine prin urmétorul procedeu: semintele
de Nicotiana rustica L. (1 kg) uscate la aer liber sunt maruntite, degresate cu amestec de solventi
cloroform:metanol in raport de 2:1 (v/v) la incélzire (3 ori x 2,5 litri). Extractele obtinute se dizolvd in
apd, stratul metanolic apos se separd in palnia de separare si se concentreazd in vid pand la uscat.
Reziduul obtinut se dizolva in 50 ml de alcool metilic, din solutia obtinut sunt precipitate glicozidele
sumare cu acetond, sedimentul se filtreazi si se usucd in vid. Se obtin 27 g de glicozide sumare ce
reprezintd 2,7% din masa materiei prime initiale. Prin aplicarea filtrdrii pe gel pe Sephadex G-25 si
cromatografierii pe coloana cu silicagel L 40/100 um se obtin 0,85 g de amestec de rusticozida G si
rusticozida G Aceastd fractiec este supusd multiplu cromatografiei lichide de performanta inaltd
(HPLC) in mod preparativ cu utilizarea coloanei de C-18 p-Bondapack (30 cm x 7,8 i.d., viteza de
curgere 2,0 ml/min) cu utilizarea sistemului MeOH:H,O in raport de 85:15 (conditii izocratice). In
rezultatul HPLC sunt obtinute 620 mg de rusticozida G; si 18 mg de rusticozida G. Controlul asupra
separdrii rusticozidei Gy si rusticozidei G este efectuat prin cromatografierea in strat subtire de silicagel

si revelarea componentelor cu reactive Sanie si H,SO, concentrat.

Moldstim (capsicozida) a fost obtinut din seminte de ardei dulce (Tschesche R., Gutwinski H.
Capsicosid, ein bisdesmosidesches 22-hydroxy-furostanol-glycosid aus dem Samen von Capsicum
annum L. Chem.Ber., 1975, 108, 265-272).

Exemplu de realizare a inventiei

Cercetarile s-au efectuat in conditii de laborator, serd si de cAmp. Ca obiect de studiu au servit
plantele de tomate Lycopersicon esculentum Mill. soiul ,,Fakel”.

Pentru inmuierea semintelor de tomate inainte de seméanat si pentru tratarea florilor de inflorescente
ale primelor trei raceme ale plantelor se utilizeazd o noud glicozida steroidicd din sirul colestanic —
rusticozida.

fnainte de seminat o parte de seminte a fost inmuiatd timp de 24 de ore in solutie apoasi de
rusticozida G, in concentratie de 0,005%, 0,01% si 0,05% (inventia propusd). Altd parte de seminte a
fost Inmuiatd timp de 24 de ore in solutie apoasd de Moldstim in concentratie de 0,08% (cea mai
apropiati solutie). Ca martor au servit semintele inmuiate in api distilati. In fiecare varianti au fost
luate in studiu cate 100 de seminte in 4 repetari.

Apoi semintele au fost scoase din solutii, uscate §i semdnate in serd pentru obtinerea rdsadului.
Suprafata unei parcele constituie 1 m? in 4 repetiri pentru fiecare varianti. Risadul s-a stropit in faza de
3-4 frunze cu solutie apoasa de rusticozida G, (inventia propusd), Moldstim (cea mai apropiata solutie)
si apa distilatd (martor) pand la umectarea frunzelor (0,5 L/m®).

Céand rasadul a atins indltimea de 15...20 cm si numdarul de frunze de 5...7, el a fost plantat in
cAmp. Suprafata unei parcele in cAmp este de 6,0 m’, plantarea a fost efectuats in 4 repetiri.

In fazele de inflorire dupi aparitia inflorescentelor la primul racem, apoi la al doilea si al treilea
racem al plantelor ele au fost stropite (de 3 ori) cu solutie apoasd de rusticozida G;, Moldstim si apa
distilata.

Asadar, schema experientei este: semintele inainte de seménat si plantele in fazele de 3...4 frunze si
de inflorire a primului, al doilea si al treilea racem ale inflorescentelor (in total de 4 ori) se trateazd cu
solutie apoasd de rusticozida G; in concentratie de 0,005%, 0,01% si 0,05% (inventia propusd), de
Moldstim in concentratie de 0,08% (cea mai apropiata solutie) si cu apa distilatd (martor). Consumul
total este de 0,05 L/m’.

in faza timpurie de vegetatie au fost efectuate cercetirile fenologice, incepind cu germinarea
semintelor, evidenta vitezei de germinare, cresterea si dezvoltarea plantelor.

Dupa plantarea rasadului in cdmp pe parcursul vegetatiei au fost cercetate legarea fructelor,
productivitatea §i cantitatea lor.

Conform rezultatelor cercetirilor efectuate a fost depistat cd tratarea semintelor de tomate inainte de
semdnat cu solutia rusticozidei G; sporeste energia de germinare a lor cu 5,8%, incoltirea cu 4,7%, iar
lungimea radécinii cu 54,8% (in comparatie cu varianta martor), si la tratarea suplimentara a rasadului
se mireste randamentul risadului standard cu 17,9%.

Tratarea inflorescentelor de tomate cu solutia de rusticozida G; contribuie la legarea mai bund a
fructelor (cu 24,1%), accelerarea coacerii lor, mirirea cantittii si masei lor, ce duce la sporirea
productivitatii totale si a calitdtii comerciale a fructelor de tomate (vezi datele din tabel).
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Tabel

Influenta rusticozidei G la cresterea, dezvoltarea si productivitatea fructelor de tomate, soiul ,,Fakel”

Variantele Energiade | Germi- [ Lungimea| Cantitatea Legarea | Productivitatea, g/ha

experi- germinare, | narea, | rdddcinii, | rasadului fructelor, | totald [% fatd | comerciald | % fatd

mentului % %o cm standard, % | % de de martor

martor

Apa 94,5 95,5 3,1 100,0 100,0 464,91 100,0 | 363,6 100,0

(martor)

Moldstim

0,08% (cea

mai

apropiatd 97.8 98,6 4,1 1115 1094 589,7] 126,8 | 5359 1474

solutie)

Rusticozida

G; 0,05% 98,3 98,5 4,6 112,8 1099 579,6( 124,7 | 558,8 153,6

Rusticozida

G, 0,01% 100,0 100,0 [ 4,8 1179 124,1 691,0] 148,6 | 631,2 173,6

Rusticozida

G, 0,005% 99,1 99,3 4,5 1153 1114 584,41 125,7 | 537,7 1479
5

Asadar, tratarea organelor generative ai plantelor de tomate (semintelor, plantelor in faza de 3...4
frunze si faza de inflorire a I, II si III raceme) prin metoda propusd permite de a spori productivitatea
totald a fructelor de tomate cu 48,6% si comerciald cu 73,6% in comparatie cu varianta martor; in
comparatie cu cea mai apropiatd solutie — totald cu 17,3%, comerciald cu 17,8%.

10
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