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Micozele si bacteriozele in culturile agricole sunt foarte devastatoare, aducand pagube economice enorme prin
pierderile directe de recoltd si compromiterea acesteia datoritd poludrii cu toxine ale patogenilor, ceea ce le fac
toxice pentru om si animale. Procedeele chimice de protectie a plantelor adesea devin ineficiente din cauza adaptarii
usoare a agentilor cauzali la pesticide, diminuarii efectului protector sub influenta conditiilor nefavorabile, toxicittii,
consecintelor ecologice. Pornind de la aceasta, scopul cercetarilor a constat in identificarea noilor compusi cu
activitate antifungica (Fusarium avenaceum) si antibacteriand (Erwinia amilovora, E. carotovora, Xanthomonas
campestris) In conditii in vitro pentru valorificarea ulterioara in masurile de protectie a plantelor. Pe baza cresterii
coloniilor de fung si concentratiei minime bactericide, s-a constatat ca derivatii vinil-triazolici EPS-869, EPS-877,
EPS-880, EPS-892, EPS-165 (0,00125; 0,0025; 0,005; 0,01%) manifesta inalta activitate antimicrobiana, fenomenul
datorandu-se 1n special factorului de compus.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SOME
VINYL-TRIAZOLE DERIVATIVES

Mycoses and bacterioses in agricultural crops are very devastating, bringing enormous economic damage through
direct crop losses and compromising it due to pathogen toxin pollution, which makes them toxic to humans and
animals. Chemical plant protection procedures often become ineffective due to the easy adaptation of causative agents
to pesticides, the reduction of the protective effect under the influence of unfavorable conditions, toxicity, ecological
consequences. Starting from this, the aim of the research consisted in the identification of new compounds with
antifungal (Fusarium avenaceum) and antibacterial (Erwinia amilovora, E. carotovora, Xanthomonas campestris)
activity in in vitro conditions for further utilization in plant protection measures. Based on the growth of fungal
colonies and minimum bactericidal concentration, it was found that vinyl-triazole derivatives EPS-869, EPS-877,
EPS-880, EPS-892, EPS-165 (0,00125; 0,0025; 0,005; 0, 01%) shows high antimicrobial activity, the phenomenon
being due in particular to the compound factor.

Keywords: vinyl-triazole derivatives, concentration, activity, fungus, bacteria.

Introducere

Printre cele mai raspandite si devastatoare boli in culturile cerealiere, inclusiv la graul comun de
toamnd, pot fi mentionate putregaiul de radacina si fuzarioza spicului. Putregaiul de radacind contribuie
la scdderea germinatiei boabelor, diminuarea vigorii, ofilirea plantulelor si plantelor, iar fuzarioza
spicului — la sistavirea boabelor, diminuarea calitatii acestora din cauza toxicitatii legata de acumularea
micotoxinelor [1, 2]. Putregaiul de radacina este produs de ciuperci care apartin diferitelor genuri, insa
Fusarium spp. este de cele mai multe ori majoritar. In ultimul timp, in complexul fungic care cauzeazi
maladia 1n conditiile R. Moldova, se inregistreaza cu incidentd mult mai inaltd decat in anii precedenti
specia F. avenaceum [3]. Schimbarea raportului de specii in spectrul fungic s-ar putea explica prin
raspunsul asociatilor biotice din sol la dezechilibrele climatice din ultimul timp 1in regiunea noastra,
asemenea fenomen inregistrandu-se si in alte zone geografice. Autorii [2] considerd cad populatiile de
agenti patogeni ai putregaiului de radacind si fuzariozei spicului sunt foarte dinamice, ceea ce duce la
schimbari pronuntate ale structurii acestora in diferite regiuni.
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Analiza PCR-cantitativ (QPCR) a constatat la F. avenaceum o variabilitate geneticd mult mai Tnalta
decat la alte specii Fusarium [2]. Modul de actiune a toxinelor ciupercii F. avenaceum — eniatinelor,
bovericinei [4], moniliforminei [5] in planta este inca incert, dar exista informatii conform carora cresterea
virulentei ciupercii F. avenaceum pentru anumite culturi, este determinatd de cantitatea si calitatea acestor
metaboliti In plante care actioneaza sinergic cu alti factori toxici [4]. S-a constatat cd bovericina prezinta
un risc de cardiotoxicitate datoritd efectului inotrop (scaderea fortei contractiei cardiace) si cronotrop
(scaderea frecventei batdilor cardiace) negativ [5]. Conform datelor recente, contaminarea crescuta a
culturilor de grau si orz din Europa si Asia cu micotoxinele emergente eniatinele sau bovericina, produse
de F. avenaceum ar putea fi implicatad in viitoarele crize de siguranta alimentara [4].

Speciile de bacterii fitopatogene pot provoca diverse boli (bacterioze) plantelor agricole. De exemplu,
Erwinia amylovora — bacterie gram-negativa din familia Enterobacteriaceae, este agentul cauzal al focului
bacterian, o boala devastatoare a plantelor care afecteaza o gama largd de specii de Rosaceae, fiind o
amenintare globald majord pentru productia comerciald de mere, pere, prune. Boala se raspandeste in
special pe vreme calda si umeda prin sistemul vascular producand leziuni necrotice in diferite organe ale
plantei [6, 7, 8].

O alta specie de Erwinia — E. carotovora cauzeaza putregaiul umed la culturi importante din punct de
vedere economic, cum ar fi cartofii, rosiile si castravetii. In cazul cartofilor, putregaiul moale al tulpinii
si al tuberculilor se produce chiar si dupa recoltare, reducand astfel foarte mult randamentul recoltei [9].

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria este o bacterie biotrofa gram-negativa care provoaca albirea
bacteriand a rosiilor (Solanum lycopersicum L.) si ardeiului (Capsicum annuum L.) — o boald importanta
la nivel mondial. Simptomele infectiei bacteriene includ defolieri si leziuni necrotice clorotice pe frunze,
tulpini, fructe si flori, care duc ulterior la o productie redusa de fructe [10, 11].

Compusii 1,2,3-triazolici reprezintd o clasd importanta de substante heterociclice care contin azot si
din considerente practice, sunt adesea introdusi In medicamentele existente sau in compusii de plumb
ca grupiri farmacodinamice pentru a imbunititi activitatea farmacologici a acestora. In plus, derivatii
lor manifesta un spectru larg de efecte biologice, cum ar fi activitati antibacteriene, anti-malarie, anti-
HIV, antifungice, anticancerigene si antiinflamatorii — Insusiri indispensabile Tn domeniul cercetarii si
producerii de noi medicamente [12, 13].

Intrucat agentii cauzali ai bolilor micotice si bacteriene, usor se adapteazi la preparatele chimice
utilizate in masurile de protectie a plantelor, sunt deosebit de actuale cercetarile cu privire la identificarea
noilor compusi cu activitate antimicrobiana, ceea ce a prezentat scopul prezentelor investigatii.

Material si metode

Izolarea fungilor F. avenaceum si F. oxysporum s-a efectuat in conditii aseptice pe mediu PDA (Potatoes
Dextrosis Agar) [14], fiind identificati ulterior In baza caracteristicelor macro- si microscopice conform
determinatorului micologic [15].

Activitatea antifungica a derivatilor vinil-triazolici (DVT) EPS-869, EPS-877, EPS-880, EPS-892,
EPS-165 s-a stabilit prin suplimentarea acestora la mediul nutritiv PDA in concentratiile 0,01; 0,005;
0,0025; 0,00125%.

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 Tnsdmantati —
cate un disc de PDA cu miceliul fungului, cu diametrul de 4 mm in centrul cutiei Petri. Cutiile cu fungii
insimantati au fost mentinute in termostat la temperatura de 24°C. Inregistrarea diametrului coloniilor
(cate 2 diametre perpendiculare, media carora a servit ca indice biometric) s-a efectuat in zilele 3, 4 si 5
de la insamantare. Experienta s-a efectuat in 4 repetitii.

Pentru evaluarea activitatii antibacteriene, a fost utilizatd metoda dilutiilor succesive duble care
constd din urméatoarele etape: 1) introducerea a cate 1 ml de bulion peptonat si a cate 1 ml de solutie de
0,1% de preparat in fiecare din 10 eprubete utilizate; ii) pipetarea amestecului si transferul succesiv in
fiecare eprubetd a 1 ml de amestec pentru Injumatatirea treptata a concentratiei de preparat cu fiecare
eprubeta; iii) prepararea suspenziei de culturi bacteriene de 24 ore cu densitatile optice 2,0 si 7,0,
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respectiv, (in conformitate cu indicele McFarland); iv) prepararea inoculului bacterian cu concentratia
de 10 celule microbiene si introducerea a cate 0,1 ml de acest inocul in eprubetele cu preparatele
titrate; v) plasarea preparatelor titrate cu dozele de insdmantare ale microorganismelor in termostat
la temperatura de 35°C timp de 24 ore; vi) aprecierea concentratiei minime bactericide (CMB) pe
baza concentratiei care nu permite cresterea nici a unei colonii bacteriene pe mediu solid agarizat.
Testarea s-a efectuat 1n 3 repetitii [16]. Culturile bacteriene au fost izolate si identificate de cercetatorii
laboratorului ,,Fitopatologie si Biotehnologie” (cond. dr. hab., prof. cerc. L.Volosciuc), carora le
aducem sincere multumiri.

Datele au fost prelucrate statistic prin analizele variantei, clusteriana, factoriald in pachetul de soft
STATISTICA 7.

Rezultate si discutii

Datele obtinute in cadrul testarii activitatii antifungice a derivatilor vinil triazolici pentru ciuperca F.
avenaceum, au demonstrat o deosebire foarte pronuntata intre diametrul coloniilor in varianta martor si
in variantele cu compusii aflati in studiu. De exemplu, la ziua 3 de crestere, in concentratia maxima —
0,01% preparatele EPS-869, EPS-877, EPS-880, EPS-892, EPS-165 au inhibat cresterea tulpinii de F
avenaceum cu 90,53%, 78,41%, 84,48%, 84,0%, 70,4% in raport cu martorul (fig. 1, 2).

Fig. 1. Influenta derivatilor vinil-triazolici asupra cresterii fungului F. avenaceum.
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Pe verticald: diametrul coloniilor, mm.

Pe orizontala: variante — 1 (martor); 2, 3, 4, 5 — EPS-869 — 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv;
6,7,8,9—-EPS-877 - 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv; 10, 11, 12, 13 — EPS-880 — 0,01; 0,005;
0,0025; 0,00125%, respectiv; 14, 15, 16, 17 — EPS-892 — 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv; 18,
19, 20, 21 — EPS-165 — 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv.

Paralel cu micsorarea concentratiilor s-a diminuat si puterea de inhibare a cresterii coloniilor, Tnsa
chiar si la cea mai mica concentratie (0,00125%), deosebirea de martor s-a mentinut destul de inalta.
Astfel, diametrul coloniilor la aplicarea compusilor EPS-869, EPS-877, EPS-880, EPS-892, EPS-165 in
concentragia mentionata a constituit 21,3; 28,1; 29,1; 30,3; 63,5%, respectiv, din martor. Aceeasi tendinta
s-a pastrat si in zilele 4 1 5. Este de mentionat ca preparatul EPS-165 a inregistrat o activitate antifungica
mult mai slaba decat primele 4 preparate.

Datorita vitezei 1nalte de crestere, in ziua 5 fungul F. avenaceum a acoperit toata suprafata mediului in
varianta martor, motiv pentru care masurdrile diametrului coloniilor au finalizat in toate variantele. S-a
constatat, cu o singura exceptie, ca cea mai eficientd concentratie este 0,01%, in care diametrul coloniilor
fungului in variantele cu primii 4 compusi a constituit 12,5-21,8% din martor. In concentratia minima —
0,00125% diametrul coloniilor in variantele cu DVT (cu exceptia EPS 165) a prezentat 17,5-35,4% din
martor, ceea ce releva activitatea antifungica inalta a compusilor in concentratii mici.

S-a constatat ca DVT aflati in studiu, au manifestat activitate antifungicd semnificativd in toate
concentratiile, cele mai puternice efecte inregistrandu-se in cazul primilor 4 compusi, si in special in
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concentratia maxima — 0,1%. Astfel in ziua 5, cand s-au efectuat ultimele masurari, diametrul coloniilor
a constituit 12,5-20,6%; 16,3-25,0%; 21,4-21,8%; 20,4-35,4% din martor, respectiv, EPS-869, EPS-877,
EPS-880, EPS-892. In cazul EPS-165 care a manifestat activitate mai slaba, indicele a constituit 40, 1-
85,1% din martor.

Fig. 2. Aspectul coloniilor de F. avenaceum pe mediu suplimentat cu derivati vinil-triazolici (ziua
5 de crestere).
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Analiza factoriala a relatiilor structurd x concentratie x activitate antifungica

Prin analiza bifactoriald a variantei, s-a constatat ca cea mai inaltd pondere in sursa de variatie a cresterii
ciupercii a revenit compusului, apoi concentratiei, interactiunilor structurd x concentratie apartinand un rol
mai mic (fig. 3).

Fig. 3. Ponderea factorilor de compus, concentratie, interactiune in activitatea antifungica a
derivatilor vinil-triazolici.
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Astfel, pentru ponderea structurii compusului, suma medie a patratelor a constituit 566,85%*; 2213,48%;
4615,12* (* - p<0,05), iar ponderea procentuala — 67; 77; 81, respectiv zilelor 3, 4, 5. Rolul concentratiei a
inregistrat 15-29%, iar a interactiunilor structura x concentratie — 3,0-3,4%.

Analiza clusteriand

Precum se stie, analiza clusteriana este o metoda statistica sigura de diferentiere/clasificare a obiectelor
conform similitudinii/deosebirilor obiectelor in baza parametrilor cantitativi sau calitativi. Scopul principal
al analizei consta in gasirea similitudinii si deosebirilor dintre obiecte (genotipuri) dupd parametrii utilizati
si repartizarii lor in grupuri 1n asa fel, ca obiectele din acelasi grup sa fie asemandtoare, iar cele din grupuri
diferite — deosebite [17].

Una din cele mai utilizate metode in scopul vizat, este construirea dendrogramelor. Astfel, conform
dendrogramei de distributie, DVT testati cu privire la capacitatea antifungica pentru F. avenaceum, s-au
diferentiat in clustere distincte In baza capacitatii de inhibare a cresterii fungului (fig. 4).

Fig. 4. Dendrograma de distributie a derivatilor vinil-triazolici in baza capacititii de inhibare a
cresterii fungului F. avenaceum.
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1 (martor); 2, 3, 4, 5— EPS-869 — 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv; 6, 7, 8, 9 — EPS-877 — 0,01;
0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv; 10, 11, 12, 13 — EPS-880 — 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv;
14, 15, 16, 17 — EPS-892 — 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv; 18, 19, 20, 21 — EPS-165 — 0,01,
0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv.

Pentru o clasificare mai exactd a variantelor DVT — concentratie, s-a aplicat in continuare analiza
clusteriand prin metoda k-mediilor. S-a constatat ca in cele 3 zile de inregistrare a diametrului coloniilor,
varianta interclusteriand a fost mult mai inaltd decat cea intraclusteriana, ceea ce denotd deosebirea
pronuntata a clusterelor in baza activitatii antifungice (tabelul 1).

Tabelul 1. Analiza variantei diametrului coloniilor de F. avenaceum pe mediu suplimentat cu
derivati vinil-triazolici.

Ziua Varianta df Varianta df F p Raport
interclusteriana (1) intraclusteriana (2) 12

3 1690,505 2 497,009 18 30,612 {0,000 3,04

4 5411,712 2 860,153 18 56,624 {0,000 6,29

5 8728,696 2 | 758,887 18 103,518 {0,000 11,50

Totodata, cresterea valorilor raportului variantei interclusteriene la varianta intraclusteriand de la 3,04
lal1,5 releva accentuarea deosebirii intre clustere paralel cu cresterea ciupercii (Fig. 5).

Conform datelor prezentate, 14 variante (compus/concentratie) au manifestat capacitate inhibitoare
inaltd pentru F. avenaceum — media diametrului coloniilor in zilele 3, 4, 5 a fost de 3,41; 4,41; 4,01 ori
mai mica, respectiv, decat mediile clusterului 1 in care s-au localizat martorul si EPS-165 in concentratiile
0,00125 si 0,0025% (tabelul 2).

Fig. 5. Diferentierea derivatilor vinil-triazolici in clustere in baza capacititii de inhibare a fungului
F. avenaceum pe durata cresterii.
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Datele demonstreaza ca in zilele 4, 5, deosebirile intre clustere s-au accentuat tot mai mult, ceea ce
conform analizei factoriale se datoreaza rolului particularitatilor de structurd a DVT, patogenul pierzand
capacitatea de adaptare la substratul cu acesti compusi in procesul de crestere si dezvoltare a coloniilor.
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Tabelul 2. Statistica descriptiva a clusterelor de derivati vinil-triazolici pe baza activitatii
antifungice pentru F. avenaceum.

Ziua | Medie, | Deviatie Membrii clusterelor
mm standard
Clusterul 1, n =3
3 37,02 12,93 1 — Martor; 20, 21 — EPS-165 — 0,0025%, 0,00125%, respectiv.
4 60,18 16,98
5 78,50 11,03
Clusterul 2, n =4
3 16,10 3,06 16, 17 — EPS-892 — 0,0025; 0,00125%, respectiv; 20, 21— EPS-165 — 0,01;
4 26,22 5,62 0,005%, respectiv.
5 36,85 9,49
Clusterul 3, n =14
3 10,87 3,21 2,3,4,5 - EPS-869 — 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv; 6, 7,
4 13,65 3,81 8,9 — EPS-877 — 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv; 10, 11, 12,
5 19,58 435 13 — EPS-880 —0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%, respectiv; 14, 15 — EPS-
892 —0,01; 0,005, respectiv.

Concentratia minima bactericidd (CMB) reprezintd cantitatea minimd de antibiotic capabild sa
distruga > 99,9% din bacterii (incubatie timp de 18-24 ore la 37°C) [18].

Datele au demonstrat ca CMB (%) a DVT a fost diferitd pentru tulpinile bacteriene aflate in studiu.
Astfel, in cazul bacteriilor E. amilovora si E. carotovora, CMB cu cele mai mici valori s-a Inregistrat
pentru EPS-165 in concentratia 0,001540,000%, iar cele mai inalte — EPS-869 — 0,018+0,001%%* (p<0,05).
Pentru X. campestris, cea mai 1nalta activitate inhibitorie s-a constatat in cazul EPS-892 — 0,005%, iar mai
slaba — pentru EPS-877 — 0,0125% * (p<0,05) (fig. 6).

Fig. 6. Concentratia minima bactericida a derivatilor vinil-triazolici, %
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Analiza factoriald a variantei a demonstrat ca in sistemul derivat vinil-triazolic x specie/ tulpina
bacteriana, ponderea principala in sursa de variatie a CMB revine factorului de compus (75,9%), dupa care
urmeaza factorii de bacterie (15,1%) si interactiune compus x bacterie (8,8%) (tabelul 3).
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Tabelul 3. Analiza factoriala a influentei compusului si speciei bacteriei asupra efectului
inhibitoriu.

Sursa de variatie Grad Suma medie a Ponderea in sursa de
de libertate patratelor efectelor variatie, %

Compus (DVT) 2 0,000277* 75,9
Bacterie 2 0,000055%* 15,1
Compus (DVT) x bacterie 8 0,000032* 8,8
Efecte aleatorii 30 0,000001 0,3

*- p<0,05.

Concluzii

Testarea activitatii antifungice (F. avenaceum) si antibacteriene (E. amilovora, E. carotovora, X.
campestris) aunor derivati vinil triazolici— EPS-869, EPS-877, EPS-880, EPS-892, EPS-165 in concentratiile
0,00125; 0,0025; 0,005; 0,01% in conditii in vitro, a demonstrat capacitatea lor Tnalta de inhibare a cresterii
si dezvoltarii microorganismelor.

Analiza factoriald a demonstrat: i) pentru efectul antifungic (F. avenaceum) rolul DVT (structurii) a
constituit 67-81%, concentratiei — 15-29, interactiunii DVT x concentratie — 3-4%:; 11) concentratia minima
bactericida (E. amilovora, E. carotovora, X. campestris) a fost determinata de factorul de compus, specia
bacteriei, interactiunea DVT x specia bacteriei la nivel de 75,9; 15,1; 8,8%, respectiv.

Analiza clusteriana (dendrograma, k-medii) a demonstrat existenfa deosebirilor semnificative a
derivatilor vinil-triazolici in baza activitatii antifungice pentru F. avenaceum, ceea ce a determinat separarea
lor in clustere distincte. S-a constatat ca compusii EPS-869, EPS-877, EPS-880 in concentratiile 0,00125;
0,0025; 0,005; 0,01 % si EPS-892 in concentratiile 0,005; 0,01% au fost deosebit de eficienti in inhibarea
cresterii fitopatogenului, ceea ce denota oportunitatea utilizarii lor n masurile de protectie a graului.

Concentratia minima bactericidd (CMB) a derivatilor vinil-triazolici la un nivel destul de jos: 0,0015-
0,0025% pentru bacteriile E. amilovora, E. carotovora, X. campestris releva activitatea antibacteriana inalta
si oportunitatea acestora de utilizare in masurile de combatere a bacteriozelor.
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