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NEW VINYL-TRIAZOLE DERIVATIVES WITH ANTIMICROBIAL ACTIVITY UNDER THE IN VITRO CONDITIONS

Summary. The diseases of various plants, caused by fungi and bacteria, are bringing serious economic damage to
many countries and health problems for all living organisms. The chemical plant protection measures are often ineffec-
tive due the pathogens’ ability to easily adapt to pesticides, as well as to the reduction of their effectiveness under the
influence of unfavorable conditions, especially drought. The study of antifungal (Fusarium culmorum) and antibacterial
(Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Erwinia carotovora, E. amylovora, Xanthomonas campestris) activities of the
new vinyl-triazole derivatives (VTDs) demonstrated their high effectiveness at relatively low concentrations (0.00125 ...
0.02%) against F. culmorum isolates, and 0.0025 ... 0.011% in the bacterial cases, which provides opportunities for the
using of VTD in the plant protection strategies.

Keywords: antifungal activities, antibacterial activities, vinyl-triazole derivatives.

Rezumat. Bolile plantelor produse de fungi si bacterii aduc pagube economice semnificative multor tari si proble-
me de sandtate tuturor organismelor vii. Mdsurile chimice de protectie a plantelor adesea sunt ineficiente din cauza
adaptabilitatii ridicate a agentilor patogeni la pesticide, dar si a diminudrii eficientei mdsurilor respective sub influenta
conditiilor nefavorabile, in special a secetei. Studiul activitatilor antifungice (Fusarium culmorum) si antibacteriene (Ba-
cillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Erwinia carotovora, E. amylovora, Xanthomonas campestris) ale unor noi derivati
vinil-triazolici (DVT) a demonstrat un nivel ridicat al eficientei acestora in concentratii relativ mici (0,00125 ... 0,02%)
pentru izolatele F. culmorum, si 0,0025 ... 0,011% in cazul bacteriilor, ceea ce ofera oportunitati de utilizare a DVT in
domeniul protectiei plantelor.

Cuvinte-cheie: activitati antifungice, antibacteriene, derivati vinil-triazolici.
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INTRODUCERE

Bolile provocate culturilor agricole de fungi si
bacterii au un impact devastator in intreaga lume, in-
clusiv in Republica Moldova. Volumul necesar mereu
crescand al produselor de origine vegetala destinate
populatiei este amenintat de cataclismele naturale din
ultimii 10-15 ani, al caror efect distructiv diminuea-
za vigoarea si imunitatea plantelor, predispunandu-le
atacului numerosilor fitopatogeni.

In prezent, printre cele mai frecvente boli ale gra-
ului comun (Triticum aestivum L.) sunt bolile de rada-
cind si ale spicului. Putregaiul de radacind conduce la
pierderea viabilitatii tesutului la stadiul prematur [1],
afectarea capacitatii de suport al plantei, intensificarea
fenomenului de patulire, perturbarea transportului de
apa si de saruri minerale. Cele mai frecvente afectiuni
ale spicului de grau constituie sistavirea si pierderea in
greutate a bobului, putrezirea embrionului, poluarea
cu micotoxinele fungilor colonizatori. Aceste boli sunt
cauzate de diversi fungi, printre care se remarca Fusa-
rium culmorum (W.G.Sm.) Sacc. [2; 3].

E culmorum, un fung ubicuitar raspandit in sol,
posedd o capacitate saprofitd inalta. Ca parazit facul-
tativ, poate cauza putregaiul de rddicina si fuzarioza
spicului la diferite cereale, in special la grau si orz.
E culmorum este, de asemenea, cunoscut ca un pato-
gen post-recolta, afectand preponderent graul proas-
pét recoltat, care nu a fost uscat sau stocat corespun-
zitor [2]. Randamentul si calitatea boabelor scad
considerabil atunci cind E culmorum afecteaza spicul
in post-anteza si se raspandeste pand la recoltarea gra-
ului, cauzdnd contaminarea acestuia cu micotoxine,
cum ar fi tricotecinele B, zearalenonele si fuzarinele.
Tricotecinele epoxidice sesquiterpenice sunt consi-
derate cei mai activi compusi bioactivi sintetizati de
E culmorum, capabili sa inhibe sinteza proteinelor eu-
cariote si sa provoace toxicoze la oameni si animale
care consumd produse de panificatie preparate din
boabe infectate [4]. De asemenea, micotoxinele pot
induce apoptoza [5] si juca un rol important in calitate
de factori de virulenta.

Utilizarea frecventd a fungicidelor impotriva
E culmorum si a altor fungi Fusarium spp. este nociva
pentru oameni, animale si mediul ambiant [6]. Prin-
tre compusii cu activitate biologicd antifungicd pentru
combaterea E culmorum, identificati relativ recent, pot
fi mentionati steviozida, o glicozida extrasa din Stevia
rebaudiana, eficientd atat separat, cat si in amestec cu
polifenolii extrasi din Silybum marianum [7].

Diverse specii de bacterii gram-negative provoa-
ca boli severe la culturile agricole din intreaga lume.
Erwinia amylovora este agentul cauzal al focului bact-

erian, o boala grava a plantelor care afecteazd o gama
largé de specii-gazda din Rosaceae, fiind o amenintare
globald majora pentru productia comerciala de mere
si pere. Dintre putinele optiuni de control disponibile
in prezent, aplicarea profilacticd a antibioticelor in pe-
rioada de inflorire pare cea mai eficientd [8]. Erwinia
carotovora provoaca putregaiul umed la diversi bulbi,
in special la cartofi, atat in camp, cat si in depozite,
ceea ce conduce la dezvoltarea slaba a tulpinilor si,
implicit, la pierderi de recolta [9]. Xanthomonas cam-
pestris este un agent cauzal al putregaiului negru la un
numadr mare de crucifere, inclusiv la unele specii de
importanta economica majora [10]. Datoritd varietatii
genetice largi, bacteria valorifica noi si noi plante-gaz-
da. De exemplu, rapita de iarna a fost descrisa recent
ca noud gazda [11].

Pe langa efectele toxicologice, pesticidele utiliza-
te in combaterea fungilor si bacteriilor au si alte pro-
prietéti care le compromit eficienta si perspectiva de
utilizare in practica — adaptabilitatea destul de rapida
a microorganismelor la pesticide, ceea ce conduce la
aparitia noilor virulente rezistente, dar si la diminua-
rea efectelor in conditii de secetd. In legatura cu aceste
fenomene, cercetirile in domeniu sunt orientate spre
identificarea unor noi compusi cu activitate antimi-
crobiand larga [6].

Dintre compusii heterociclici care contin azot, prin
calitati farmacologice pretioase se disting triazolii. Da-
torita caracteristicilor structurale, atat 1, 2, 3-triazolii,
catsi1, 2, 4-triazolii au capacitatea de a interactiona cu
o gama larga de substituenti (electrofili si nucleofili) in
jurul structurilor de baza si de a forma diverse mole-
cule bioactive noi [12]. Compusii triazolici care con-
tin trei atomi de azot in inelul azolic aromatic cu cinci
membri sunt capabili sa se lege cu o varietate de enzi-
me si receptori in sistemul biologic prin diverse inter-
actiuni non-covalente care ii conferd proprietiti biolo-
gice versatile. Cercetdrile asupra derivatilor pe bazd de
triazol in calitate de medicamente au fost un subiect
extrem de activ si au condus la numeroase realizéri
importante. In mod remarcabil, un numair mare de
compusi triazolici au fost folositi frecvent pentru trata-
mentul diferitor tipuri de boli, demonstrand eficientd
si potential larg de activitéti, inclusiv antifungice, anti-
cancerigene, antibacteriene, antituberculotice, antivi-
rale, antiinflamatorii si analgezice, anticonvulsivante,
antiparazitare, antidiabetice, antihistaminice, antine-
uropatice, precum si alte activitati biologice [13]. Sunt
cunoscuti derivatii 1, 2, 4-triazolului - vinil-triazolil-
cetonele, produsii condensirii aldolice a triazolilceto-
nelor cu aldehidele aromatice, care poseda o activitate
fungicida si de reglare a cresterii plantelor. Reactia de
condensare aldolica are loc cu participarea derivatilor
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aldehidei salicilice in doua directii principale: prima —
cu formarea izomerilor E/Z, a doua - cu formarea a
1-benzopiranului nesédturat cunoscut sub denumirea
de cromen. Cu scopul extinderii substantelor organice
care pot fi utilizate in agricultura, pe baza unui derivat
din clasa cromenolului s-a obtinut o sare cuaternard
continand inelul triazolic [14; 15].

Activitatea derivatilor vinil-triazolici impotriva
fitopatogenilor este relativ putin studiata, ceea ce le
confera un potential ridicat de valorificare in protectia
plantelor. In legitura cu cele mentionate, scopul pre-
zentelor cercetéri a constat in evaluarea activitatii an-
timicrobiene a noilor derivati vinil-triazolici.

MATERIALE SI METODE

Extragerea izolatelor E culmorum s-a efectuat in
conditii aseptice pe mediu PDA (Potatoes Dextrosis
Agar) [16], fiind identificate ulterior ca specie pe baza
caracteristicilor macro- si microscopice conform de-
terminatorului micologic [17].

Activitatea antifungicd a noilor derivafi vinil-tri-
azolici (DVT) (Z)-1-(2,4-diclorfenil)-5-metil-2-(1
H-1,2,4-triazol-1-il)hex-1-en-3-ond (EPS-165), (Z2)-
1-(2,4-diclorfenil)-3-(2-hidroxifenil)-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-il)prop-2-en-1-onda (MZ-155), bromura de
1-(2-tert-butil-2-hidroxi-7-fenil-2H-cromen-3-il)-4-
(2-0x0-2-p-toliletil)-1H-1,2,4-triazol-4-iu  (MZ 118)
s-a stabilit prin suplimentarea mediului nutritiv PDA
cu acesti compusi in concentratiile 0,00125; 0,0025;
0,005; 0,01; 0,02 %. Mediul PDA s-a aseptizat prin
autoclavare la presiunea de 0,5 atm timp de 30 min.,
dupa care s-a turnat fierbinte in cutii Petri, cate 10 ml
in fiecare. Dupa solidificarea mediului, fungii au fost
insamantati, cate un disc de PDA cu miceliul fungului
cu diametrul de 4 mm, in centrul cutiei Petri. Cutiile
cu fungii insdmantati au fost mentinute in termostat la
temperatura de 24 °C. Inregistrarea diametrului colo-
niilor (cite 2 diametre perpendiculare, a caror medie
a servit drept indice biometric) s-a efectuat in zilele
a 3-a, a 4-a §i a 7-a de la insamantare. Experienta s-a
efectuat in 4 repetitii.

Pentru evaluarea activitatii antibacteriene a fost
utilizatd metoda dilutiilor succesive duble care consta
din urmatoarele etape: i) introducerea a cate 1 ml de
bulion peptonat si a 1 ml de solutie de 0,3% de DVT
in fiecare dintre 10 eprubete utilizate; ii) pipetarea
amestecului si transferul succesiv in fiecare eprube-
ta a 1 ml de amestec pentru injumatitirea treptatd a
concentratiei de preparat (DVT) cu fiecare eprubeta;
iii) prepararea suspensiei de culturi bacteriene timp
de 24 de ore cu densitatile optice 2,0 si 7,0, respectiv
(in conformitate cu indicele McFarland); iv) prepa-
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rarea inoculului bacterian cu concentratia de 10~ ce-
lule microbiene si introducerea a cate 0,1 ml de acest
inocul in eprubetele cu preparatele titrate; v) plasa-
rea preparatelor titrate cu dozele de insamantare ale
microorganismelor in termostat la temperatura de
35 °C timp de 24 de ore; vi) aprecierea concentratiei
minime bactericide (CMB) pe baza concentratiei care
inhiba total cresterea coloniilor bacteriene pe mediu
solid agarizat. Testarea s-a efectuat in 3 repetitii. Con-
centratia initiald a preparatelor a fost 0,3% (30 mg +
10 ml etanol 96%) [18]. Culturile bacteriene Erwinia
carotovora, E. amylovora, Pseudomonas campestris au
fost izolate si identificate in Laboratorul ,,Fitopatolo-
gie si Biotehnologie”, conducitor dr. hab., prof. cerc.
L. Volosciuc, cdruia ii aducem sincere multumiri.
Datele au fost prelucrate statistic prin analizele va-
riantei factoriale in pachetul de soft STATISTICA 7.

REZULTATE SI DISCUTII

Inregistrarea diametrului coloniilor de F. culmo-
rum in dinamica cresterii a demonstrat inhibari sem-
nificative ale fungilor in toate variantele (compus/
concentratie) cu DVT. Aspectul coloniilor tulpinii
E culmorum-5 in ultima zi de inregistrare a datelor
este prezentat in Figura 1.

Fusarium culmorum/5. In intervalul de concen-
tratii 0,00125... 0,02%, diametrul coloniilor a fost mai
mic cu 27,4 ... 80,1%; 27,9 ... 91,3%; 20,0 ... 75,2%,
respectiv, compusilor EPS-165, MZ-118, MZ-155 la
ziua a 3-a de crestere. In intervalul mentionat, in ziua
a 5-a, diferenta de martor a constituit: -19,6 ...-70,6%;
-22,6...-91,5%;-13,5 ... -66,2%, iar in ziva a 7-a: -16,6
... -66,4%; -16,0 ... -89,6%; -8,4 ... -62,0%, respectiv,
compusilor EPS-165, MZ-118, MZ-155.

Fusarium culmorum/19. In ziua a 3-a, diferen-
ta de martor a diametrului coloniilor in variantele
cu DVT a constituit: -12,9 ... -72,6%; -43,0 ... -86,5;
-26,3 ... -79,3%; ziua 5: +6,7 ... -51,9%; -13,7 ...
-89,5%; +5,4 ... -75,8%; ziua 7: +22,2 ... -35,9%; -3,9
e -92,2%; +23,8 ... -76,4%, respectiv, a compu§ilor
EPS-165, MZ-118, MZ-155.

Fusarium culmorum/20. In ziua a 3-a, diferen-
ta de martor a diametrului coloniilor in variantele cu
DVT a constituit: -45,8 ... -75,6%; -40,8 ... -72,7%;
-30,8 ... -85,4%; ziua a 5-a: -41,6 ... -80,8%; -354 ...
-72,2%; -24,7 ... -85,3%; ziua a 7-a:-32,4 ... -74,6%;
-24,4 ... -68,4%; -13,6 ... -80,4%, respectiv, a compu-
silor EPS-165, MZ-118, MZ-155.

Datele obtinute denotd cd DVT aflati in studiu ma-
nifestd un puternic impact antifungic, mai pronuntat in
concentratii mari, de 0,01-0,02%, desi se inregistreaza cu
efecte semnificative si in concentratii mici, de 0,00125;
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Figura 1. Aspectul coloniilor tulpinii F. culmorum-5 pe mediu PDA suplimentat cu derivati vinil-triazolici.

0,005%. Este de mentionat ca in concentratii mici, de
0,00125; 0,0025%, s-au constatat si efecte stimulatoare
asupra cresterii fungilor. De exemplu, in cazul EPS 165,
MZ-155: +3,2 ... +6,7% la E culmorum/5, si chiar mai
puternice: +11,8 ... +23,8% - la E culmorum/19.

Datele despre media diametrului coloniilor de
fungi pentru ultima zi de crestere indicd diferente
semnificative ale caracterului intre varianta-martor si
toate variantele cu DVT (EPS-165, MZ-118, MZ-155)
in cazul fungilor E culmorum/5 si E culmorum/20,
iar pentru E culmorum/19 - intre martor si EPS-165
(0,02; 0,00125%), MZ-118 (0,02; 0,01%), MZ-155
(0,02; 0,01; 0,00125%) (Figura 2).

Prin analizd trifactoriald a variantei in sistemul izo-
latd F. culmorum - DVT - concentratie DVT s-a con-
statat cd rolul decisiv in sursa de variatie a cresterii radi-
ale a celor 3 izolate a revenit factorului de concentratie.

Astfel, in zilele a 3-a, a 5-a, a 7-a, ponderea acestuia a
constituit 50,2; 62,8; 64,4%, respectiv. Desi ponderea
(%) factorului de izolata a avut un rol mai mult contri-
butiv (27,7 ... 38,9%) decat decisiv in efectul antifungic
al DVT, nivelul destul de inalt al acestuia denota rolul
important al specificitatii de sensibilitate a izolatei de E
culmorum la compusii aflati in studiu (Tabelul 1).

Diferitele tipuri de interactiuni ale componenti-
lor fitopatosistemului, desi au avut suport statistic, nu
s-au remarcat prin rol important in raspunsul fungu-
luila DVT.

Rezultatele testarilor antibacteriene ale DVT EPS-
165, MZ-118 si MZ-155 asupra bacteriilor gram-nega-
tive E. carotovora, E. amylovom, X. campestris, P. ﬂu—
orescens si bacteriei gram-pozitive — B. subtilis (obiect
microbiologic model), in concentratia 4,8x10° UFC/ml,
sunt prezentate in Tabelul 2.
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Figura 2. Influenta derivatilor vinil-triazolici asupra cresterii radiale a izolatelor E culmorum (mm).
1 - martor; 2, 3, 4, 5, 6 - EPS-165: 0,02; 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%%; 7, 8, 9, 10, 11 - MZ-118: 0,02; 0,01; 0,005;
0,0025; 0,00125%%; 12, 13, 14, 15, 16 - MZ-155: 0,02; 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%%.

Tabelul 1

Ponderea factoriala a compusului, a concentratiei derivatilor vinil-triazolici si a izolatei
in capacitatea de crestere a ciupercii F. culmorum

. Ponderea in sursa
Sursa de variatie (.irad de Sun}a medie F P de variatie a cresterii
’ libertate a patratelor ciu[;ercii, %
Zinaa3-a
Izolatd 2 1968,08* 377,64 0,000 38,89
Compus (structura) 2 255,0% 48,93 0,000 5,04
Concentratie 4 2541,22* 487,61 0,000 50,21
Izolatd x compus 4 142,56* 27,36 0,000 2,82
Izolatd x concentratie 8 93,40* 17,92 0,000 1,85
Compus x concentratie 8 27,91* 5,36 0,000 0,55
Izolatd x compus x concentratie 16 27,82% 5,34 0,000 0,55
Efecte aleatorii 135 5,21 0,10
Zivaa5-a
Izolatd 2 3053,4* 289,91 0,000 26,97
Compus (structurd) 2 502,1* 47,67 0,000 4,44
Concentratie 4 7111,3* 675,18 0,000 62,81
Izolatd x compus 4 409,2% 38,85 0,000 3,601
Izolatd x concentratie 8 104,5% 9,92 0,000 0,92
Compus x concentratie 8 67,1% 6,37 0,000 0,59
Izolatd x compus x concentratie 16 64,2% 6,10 0,000 0,57
Efecte aleatorii 135 10,5 0,09
Zivaa7-a
Izolatd 2 3696,6* 264,42 0,000 24,69
Compus (structura) 2 684,2% 48,94 0,000 4,57
Concentratie 4 9647,8% 690,11 0,000 64,44
Izolatd x compus 4 635,4* 45,45 0,000 4,24
Izolatd x concentratie 8 114,8* 8,21 0,000 0,77
Compus x concentratie 8 97,8% 7,00 0,000 0,65
Izolatd x compus x concentratie 16 82,2* 5,88 0,000 0,55
Efecte aleatorii 135 14,0 0,09

*_ p<0,05.
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Intrucét alcoolul etilic, in care au fost dizolvati
DVT, poseda el insusi activitate antibacteriand, s-a
cercetat efectul concentratiei de alcool pur asupra
cresterii bacteriilor aflate in studiu. Din datele prezen-
tate in Tabelul 3 rezulta ca alcoolul etilic pur in con-
centratiile 6 ... 48% are efect antibacterian puternic.

Prin urmare, activitatea DVT in concentratiile
0,02; 0,04; 0,08, 0,15%, care se bazeaza pe concen-
tratiile de alcool 6 ... 48% (Tabelul 2) interferea-
z4 cu efectul inhibitor al alcoolului, din care motiv,
activitatea antibacteriand autentica a DVT poate fi
identificatd exact doar in intervalul 0,0006 - 0,01%.

Tabelul 2

Activitatea antibacteriana a derivatilor vinil-triazolici

Dilutii succesive duble - compus/alcool*, %
Bacterie 0,15/ | 0,08/ | 0,04/ | 0,02/ | 0,01/ | 0,005/ | 0,0025/ | 0,0012/ | 0,0006/
48* 24* 12% 6* 3* 1,5% 0,75* 0,38* 0,19%
EPS-165
B. subtilis i i ) ) ) ] s . )
CNMN BB-01
P, fluorescens CNMN-PFB-01 - - - - - - + + +
E. carotovora - - - - - - - + +
E. amylovora - - - - - - - ¥ +
X. campestris - - - - - + + + +
MZ-118
B. subtilis i i ] ] ) ] .\ . .
CNMN BB-01
P, fluorescens CNMN-PFB-01 - - - - - - + + +
E. carotovora - - - - - . - + +
E. amylovora - - - - - . : +
X. campestris - - - - - + + + +
MZ-155
B. subtilis i ) ] ] ) . . . N
CNMN BB-01
P, fluorescens CNMN-PFB-01 - - - - - - . 4 +
E. carotovora - - - - - - + + +
E. amylovora - - - - - . - + +
X. campestris - - - - - + + + +
Notd: ,-” — lipsa de crestere a bacteriei (concentratie activa a preparatului); ,,+” - cresterea bacteriei (concentratie
neactiva a preparatului).
Tabelul 3

Efectul dilutiilor alcoolului etilic (96%) asupra activitatii antibacteriene

. Dilutii succesive duble, %
Bacterie
48 24 12 6 3 1,5 0,7 0,35 0,17
B. subtilis . . . . .
CNMN BB-01
P, fluorescens CNMN-PFB-01 - - - - + + " + +
E. carotovora - - - - + + + + +
E. amylovora - - - - + + + + +
X. campestris - - - - + + + + +
Notd: ,,-” - lipsa de crestere a bacteriei (concentratie activd a preparatului); ,,+” - cresterea bacteriei (concentratie

neactivd a preparatului).
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Concentratia 0,01% de DVT a manifestat o activita-
te inhibitoare pentru toate bacteriile luate in studiu.
Reactia acestora la concentratia 0,005% a fost diferen-
tiatd, dar in majoritatea cazurilor (bacterie/DVT) -
inhibitoare. Concentratiile 0,0006-0,0012% n-au ma-
nifestat eficienta pentru anumite bacterii.

CONCLUZII

Derivatii vinil-triazolici (DVT) EPS-165, MZ
118, MZ 155 in concentratiile cuprinse intre 0,00125
si 0,02% au un impact puternic antifungic pentru
E culmorum, manifestat prin inhibarea cresterii radia-
le a fungului in conditii in vitro.

Analiza trifactoriala a influentei relatiilor izolatd -
E culmorum - DVT - concentratie asupra capacitatii
fungitoxice a demonstrat rolul predominant al con-
centratiei (50,2 ... 64,4%), urmat de factorul de izolatd
(24,7 ... 38,9%).

Rolul semnificativ al izolatei fungului E culmorum
in reactia la DVT indica polimorfismul speciei in ceea
ce priveste sensibilitatea la acesti compusi. Fenomenul
confirma necesitatea ludrii in considerare a rezisten-
tei izolatelor patogenului DVT la elaborarea strategi-
ei de implementare a DVT in mdésurile de protectie a
plantelor.

Studiul activitatii antibacteriene (Bacillus subti-
lis, Pseudomonas fluorescens, Erwinia carotovora, E.
amylovora, Xanthomonas campestris) a DV'T a demon-
strat cd minima concentratie bactericida (CMB, %)
pentru toate tulpinile luate in studiu este 0,01%. Reac-
tia acestora la concentratia 0,005% a fost diferentiata,
dar in majoritatea cazurilor - inhibitoare. Concentra-
tiile 0,0006-0,0012% au manifestat eficienta diferenti-
atd pentru bacteriile luate in studiu.
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