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EVALUATION OF THE ANTIFUNGAL ACTION OF SOME NEW 1,2,4-1H-TRIAZOLE DERIVATIVES AGAINST VINE

ANTHRACNOSIS IN IN VITRO CONDITIONS

Summary. The article presents the results of an in vitro study of the toxic effect of some new compounds of the
triazole group on the causal agent of grapevine anthracnose - Gloeosporium ampelophagum. The newly synthesized
compound (Z)-1-(2,4-dichlorophenyl)-5-methyl-2-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)hex-1-en-3-one showed a pronounced antifun-
gal action (99.5 %) compared to the closest triazole analogue - propiconazole.

Keywords: Triazole compounds, anthracnose, grapevine.

Rezumat. In lucrare sunt prezentate rezultatele studiului in conditii in vitro privind actiunea toxica a unor noi com-
pusi din grupa triazolilor asupra agentului cauzal al antracnozei vitei-de-vie Gloeosporium ampelophagum. Compu-
sul nou - (2)-1-(2,4-diclorfenil)-5-methil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)hex-1-en-3-ona - sintetizat prin condensarea stereos-
pecifica a 2,4-dichlorbenzaldehidei cu triazolilpentanona, a demonstrat o actiune antifungica pronuntata (99,5 %) in
comparatie cu cel mai apropiat analog triazolic - propiconazolul.

Cuvinte-cheie: compusi triazolici, antracnoza, vita-de-vie.
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INTRODUCERE

Antracnoza este o boala provocata de ciuperca
Gloeosporium ampelophagum Sacc. care isi are origi-
nea in Europa, s-a raspandit pe plantatiile viticole din
intreaga lume si provoaca epidemii grave in conditii
de cildurd si umiditate maxime [1; 2; 3]. Patogenul
ataca organele aeriene ale vitei-de-vie si este deose-
bit de virulent in primele faze de dezvoltare a plantei,
afectand lastarii tineri, rahisul inflorescentelor si siste-
mul foliar, ceea ce conduce la compromiterea cantita-
tiva i calitativa a recoltei de struguri [4].

Antracnoza a atras atentia viticultorilor din Mol-
dova in perioada postfiloxerica, dupd plantarea masiva
a hibrizilor producatori directi ai vitei-de-vie precum
Seibel, Terras, Couderc, Seyve-Villard etc., care mani-
festd rezistentd sporitd la mana si fainare [5]. Intensi-
tatea dezvoltarii bolii este mai pronuntatd in timpul
cresterii ldstarilor si infloririi vitei-de-vie, dar infecta-
rea e posibila pe parcursul intregii perioade de vegeta-
tie, deoarece numarul de generatii ale ciupercii poate
ajunge pana la 30 sau chiar 40, mai cu seama in anii cu
grad ridicat de raspandire si dezvoltare a bolii [6]. In
lipsa tratamentelor, antracnoza poate provoca pierderi
de recolta de pana la 30-50 % [7; 8; 9; 10].

Este de mentionat cd din cauza secetelor inregis-
trate in ultimii ani in Republica Moldova antracno-
za vitei-de-vie nu a avut o dezvoltare semnificativa,
insd trebuie finut cont de faptul cd maladia poate fi
distrugatoare atat pentru recolta de struguri din anul
curent, cat si pentru cea din anii urmétori, diminuand
substantial capacitatea de iernare si rezistenta la ger
din cauza deteriorarii aparatului foliar si a maturérii
insuficiente a coardelor.

Boala afecteaza mai frecvent plantatiile fondate cu
soiuri sensibile, unde s-a acumulat o sursd de infectie
din anii precedenti si unde nu se respecta tehnolo-
gia de culturd si de protectie. Accentudm ca pentru
germinarea sporilor agentului patogen sunt suficiente
conditii de umiditate si temperatura a aerului de doar
+3 °C. Perioada de incubatie depinde de temperatura
(10-12 °C - 12 zile, 24-25 °C - 3-5 zile), precum si de
varsta frunzei, de aceea este important sa nu fie ratat
termenul de aplicare a primelor tratamente. Conform
recomandarilor elaborate in cadrul ISPHTA, primele
tratamente se aplica atunci cand se creeaza conditi-
ile favorabile pentru manifestarea bolii (primul tra-
tament se aplica la aparitia a trei frunze adevarate,
urmdtoarele la intervale de 7-10 zile) cu utilizarea pro-
duselor pe bazé de cupru: Nouchamp DP (hidroxid de
cupru 576 g/kg - 2,3-3,0 kg/ha); Azofos 50 SC (sulfat
de cupru+uree+amofos 181+130+100 g/l - 4,0 1/ ha);
Oxiclorurd de cupru 90 WP (4,0 kg/ha); Sulfat de cupru
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(980-991 g/kg - 10,0-15,0 kg/ha); Cuproxat SC (sulfat
tribazic de cupru 345 g/l - 3,0 I/ha). O eficacitate inal-
ta in combaterea bolii au demonstrat si unele produse
sistemice §i de contact recomandate contra manei
vitei-de-vie pe baza de: folpet+dimetomorf (500+
150 g/kg - 2,0-2,5 kg/ha); dimetomorf+folpet (113+
600 g/kg - 2,0 kg/ha); dimetomorf+piraclostrobin
(120+67 g/kg - 1,5-1,8 kg/ha); fosetil de aluminiu+fol-
pet (500+250 g/kg - 3,0-4,0 kg/ha); folpet+oxati-
apiprolin (500+10 g/l - 2,0 1/ha); folpet (800 g/kg -
1,5-2,0 kg/ha); metalaxil-M+folpet (50+400 g/kg -
2,0 kg/ha); azoxistrobin (250 g/l - 0,6-0,8 1/ha); tebu-
conazol+azoxistrobin (200+120 g/l - 0,5-0,7 1/ha); di-
fenoconazol+ciflufenamid (60+30 g/1 - 0,5-0,65 1/ha);
metiram+piraclostrobin (550+50 g/kg - 2,0 kg/ha) si
metiram (700 g/kg - 2,0-2,5 kg/ha).

Precizam ca utilizarea repetata a substantelor din
aceleasi clase chimice in programele de combatere
poate conduce la aparitia rezistentei patogenului fatd
de produsul aplicat frecvent, fenomen care diminu-
eaza semnificativ eficienta masurilor de combatere
contra antracnozei. Luand in considerare importanta
ecologica si biologica a obiectivelor expuse mai sus, in
prezenta lucrare ne-am propus identificarea unor noi
derivati triazolici cu activitate antifungica si eficientd
sporita contra antracnozei vitei-de-vie (Gloeosporium
ampelophagum Sacc.) si cu toxicitate redusd asupra
mediului ambiant.

MATERIALE SI METODE

Substantele si reagentii chimici utilizati au un pret
accesibil si n-au fost supusi unei purificari suplimenta-
re. Toti solventii au fost purificati prin tehnici standard
si uscati inainte de utilizare. Datele analizei elementale
ale tuturor compusilor corespund celor calculate.

(1-[[2-(2,4-diclorofenil)-4-propil-1,3-dioxo-
lan-2-il]metil]-1H-1,2,4-triazol)-propiconozol 1 a
fost procurata de la firma Aldrich. (Z)-5-metil-1-(4-
nitrofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)hex-1-en-3-ona 2
a fost sintetizat conform metodei [11]. Randamentul
este de 52 %, Pt.= 97 °C (EtOH). Spectrul RMN 'H
(400 MHz, DMSO-dG, 8, ppm, J/Hz): 8.56 (1H, s),
8.24, (1H, s), 8.20 (1H. s), 8.13 (2H, d, J=8.8), 7.18
(2H, d, J=8.8), 2.75 (2H, d, ]J=6.8), 2.1 (1H, m), 0.92
(6H, d, J=6.6). Spectrul RMN "C (DMSO-d,, 100
MHz): 196.2, 152.9, 148.4, 146.5, 138.5, 137.2, 1354,
131.3,124.1, 46.1, 25.0, 22.0.

Metoda de sinteza

La solutia alcatuitd din 1,67 g (0,01 mol) 4-me-
til-1-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pentan-2-ona 3 si 1,66 g
(0,011 mol) 2,4-dichlorbenzaldehida in 300 ml ben-
zen se adauga piperidind (0,05 mol/%)/acid acetic
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(0,17 mol/%). Amestecul se fierbe timp de 5 ore
(controlat periodic cu ajutorul CSS) cu distilarea
azeotropa a apei formate, folosind aparatul Dean-
Stark. Solutia de benzen se raceste pana la tempera-
tura camerei, resturile catalizatorului se spala cu ap4,
apoi solutia benzenicd a produsului final se usuca cu
Na SO, (anhidru). Solventul se distileazd, iar reziduul
se recristalizeazd din benzen. Randamentul reactiei
este de 87 % (2,81g), Pt.= 92-93 °C.

Structura compusului 2 este confirmata pe baza
analizei elementelor si datelor spectrale: C H Cl,
N,O, M=323.06. Calculat, (%): C, 59.99; H, 5.37;
N, 18.66. Stabilit, (%): C, 59.83; H, 5.22; N, 18.62. IR
(v, cm™): 3095.2, 2962, 2936.5, 1682.5, 1634.6, 1584.6,
1551.9, 1503.6, 1466.3, 1425.6, 1381.9, 1368.6, 1326.6,
1295.9, 1269.5, 1206, 1167, 1137.2, 1104.7, 1048.1,
1003.2, 955.4, 926.8, 864.3, 830.4, 773.1, 748.7, 706.8,
667.5. Spectrul RMN 'H (400 MHz, CDCI,, 8, ppm,
J/Hz): 0.94 (3H, s), 0.96 (3H, s, CH,), 2.16-2.27 (1H,
m, CH), 2.50 (2H, d, CH,, ]=6.8), 6.41 (1H, s, CH,
J=8.5), 7.00-7.03 (1H, dd, CH, J=2.1, 8.5), 7.44 (1H, d,
CH, J=2.1), 7.97 (2H, d, CH, J=2), 8.12 (1H, s, CH).
Spectrul RMN *C (100 MHz, CDCl,, 8, ppm): 22.60,
24.86, 46.83, 127.72, 128.46, 129.97, 130.10, 132.90,
134.83, 136.20, 137.31, 145.05, 152.96, 194.88.

Cu scopul determinarii structurii compusilor sin-
tetizati au fost utilizate numeroase metode fizico-chi-
mice de cercetare si de caracterizare. Temperaturile
de topire au fost determinate la aparatul “Boetius”
Spectrele IR au fost inregistrate la spectrofotometrul
“Perkin Elmer Spectrum100 FT-IR”. Spectrele 'H si
BC RMN au fost inregistrate la spectrometrul RMN
“Avance III Bruker 400” (400, 100 MHz). Procesul de
formare a produselor reactiilor a fost monitorizat prin
cromatografia in strat subtire (CSS) pe plici de Silufol,
developate in vapori de I,. Pentru cromatografiere pe
coloana s-a utilizat silicagel L 100/400 um sau silicagel
60 Fluka. Extractele au fost uscate cu MgSO, anhidru.
Solventii din extracte au fost distilati la presiune joasa.

Actiunea fungicida a preparatelor 2, 4 contra
antracnozei a fost cercetatd in conditii in vitro, fiind
comparata cu activitatea unui produs triazolic (ana-
log proxim)-propiconazol (1-[[2-(2,4-dichlorofenil)-
4-propil-1,3-dioxolan-2-il]metil]-1H-1,2,4-triazol) 1
aplicat in concentratiile recomandate (0,05 %).

Izolarea agentului patogen s-a efectuat conform
metodei lui PH. Nedov [12]. Pentru izolarea Gloeos-
porium ampelophagum Sacc. s-au colectat frunze, las-
tari si boabe de struguri cu simptome de antracnoza.
Materialul colectat corespunzator a fost spalat sub apa
curgatoare, apoi in apa distilata sterila, dupa care por-
tiunile de tesuturi afectate au fost amplasate in vase
Petri pe mediu nutritiv agarizat (cartof-dextroza-agar)

in conditii sterile de laborator. Dezvoltarea miceliului
s-a inregistrat in a doua-a treia zi dupa inoculare, in
conditii de temperaturd de 24-26 °C. Peste 10-15 zile
culturile izolate au fost transferate pe alt mediu nutri-
tiv pentru a obtine cultura purd a ciupercii.

Testarea preparatelor s-a efectuat conform meto-
dei [13]. Din cultura pura a fost pregatitd suspensia
de spori ai patogenului si mentinuta la temperatura
camerei timp de 1,5-2 ore pentru ca sporii sa se dis-
perseze. In conditii sterile s-au pregatit lamelele de
sticla care au fost acoperite cu mediu nutritiv agarizat.
Pentru testarea preparatelor, acestea au fost adminis-
trate sub forma de solutii, prin pulverizarea suprafetei
lamelei acoperite cu mediu nutritiv, dupé care peste
30-60 min s-a aplicat suspensia de spori ai patogenu-
lui. Ulterior, lamelele de sticla au fost transferate in
vase Petri captusite cu hértie de filtru umezitd pentru
a asigura o umiditate de 100 %. Lucrdrile s-au efec-
tuat in conditii sterile, in boxa prealabil dezinfectata
cu ajutorul unei lampi bactericide UV. In experienta
s-a prevazut varianta control (suspensie de spori fard
preparat) si varianta cu analogul proxim-propicona-
zol. Vasele Petri cu continutul cercetat au fost men-
tinute in camera climaticd la temperatura de +24 °C.
Peste 24 de ore lamelele de sticla au fost examinate
la microscopul optic pentru evaluare si determinarea
germinarii sporilor. Studierea sporilor s-a realizat cu
ajutorul microscopului optic ,Meopta” dotat cu ca-
mera digitald ,,Sciencelab T-800"

In diferite locuri, in cAmpul de vedere, pe lamela
au fost numarati tofi sporii (germinati si fara germi-
nare). Au fost numarati in total cate 50 de spori pentru
fiecare varianta in patru repetitii si determnat procen-
tul de spori germinati in raport cu cei fara germinare.

Rezultatul actiunii preparatului se calculeazi fo-
losind formula Abbott:

Pc - Pe
=="2F x 100
T Pc X

unde,

T - rezultatul actiunii preparatului (%);

Pc - procentul sporilor germinati in varianta con-
trol (%);

Pe - procentul sporilor germinati in varianta ex-
perimentald (%).

REZULTATE SI DISCUTII

In scopul identificirii noilor compusi activi, inhi-
bitori ai antracnozei vitei-de-vie, in acest studiu a
fost investigata actiunea a trei compusi cu proprietati
antifungice. Unul dintre produsele luate in cercetare
este  (1-[[2-(2,4-diclorofenil)-4-propil-1,3-dioxo-
lan-2-il]metil]-1H-1,2,4-triazol) - propiconazolul
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Cl Cl

7 N0,

Figura 1. Structura propicanazolului 1 §i (Z)-5-methil-1-(4-nitrofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)hex-1-en-3-onei 2.

(1), un fungicid triazolic (figura 1) cu bioactivitate
pronuntatd, utilizat in agricultura ca fungicid sistemic
din anul 1980 [14]. In pofida eficientei sale mari, din
anul 2019 utilizarea propiconazolului ca produs de
protectie a plantelor nu este recomandata. Anterior,
in 2017, Comisia Europeand a facut referire la opinia
Comitetului pentru evaluarea riscurilor al Agentiei
Europene pentru Produse Chimice [15], care a propus
clasificarea propiconazolului ca toxic pentru categoria
dereproducere 1B in conformitate cu acest regulament
[16]. Agentia s-a aratat preocupata serios de contami-
narea apelor subterane cu metaboliti ai propiconazo-
lului. In plus, Agentia a ajuns la concluzia ca propico-
nazolul are un efect toxic asupra organelor endocrine
umane [16].

Echipa noastrd a elaborat doud produse: (Z)-5-
metil-1-(4-nitrofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il) hex-
1-en-3-ona (2) [11], care a demonstrat o capacitate
ridicatd de inhibare a tulpinilor de ciuperci, si (Z)-1-
(2,4-diclorfenil)-5-methil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)
hex-1-en-3-ona (4).

Datele obtinute cu privire la procesul de germi-
nare a sporilor de antracnoza in prezenta propicona-
zolului indica asupra faptului ca acest medicament a
avut o capacitate redusa (4,63 % + 2,89 %) de inhibitie
a antracnozei vitei-de-vie (tabelul 1).

Compusul 2 de asemenea este un derivat de triazol
(figura 1), fiind ales pentru studiu deoarece a prezentat
o activitate antifungica mai pronuntatd decat medi-
camentele de referintd ketoconazol si bifonazol [11].
in plus, aceastd substanta a manifestat o citotoxicitate
si 0 mutagenicitate foarte scizute, ceea ce o avantajea-
za din punct de vedere ecologic si biologic. Iar in ca-
zul activitatii impotriva antracnozei viticole, substanta
2 a prezentat o capacitate de inhibitie moderata, de
18,17 % + 10,85 % (tabelul 1).

Urmdtoarea substantd care a fost utilizatd in bio-
testare este un analog structural al medicamentului 2,
in care substituentul 4-nitrofenilic a fost inlocuit cu
un fragment de 2,4-diclorfenilica. Procedeul de sin-
teza a compusului 4 prevede interactiunea cetonei 3
[11] cu 2,4-diclorbenzaldehida in benzen in prezenta

Tabelul 1
Actiunea compusilor triazolici asupra agentului patogen Gloeosporium ampelophagum
Doza | Nr.de spori Nr: d? spori germt- Pro'centul. . | Actiunea compusului
Compusul . nati din totalul celor de spori germinati ’
(%) cercetati ’ . ’ (%)
’ cercetati (%)
al cl
\CQ(NM"
=N +
O\\z) 0,05 >0 44,50+1,93 89,00+3,87 4,63+2,89
1
o N=\
NN
| 50
0,05 38,75%6,06 77,5+£12,12 18,17+10,85
NO,
2
o N=\
NN
\ 50
0,05 0,25%0,25 0,50£0,50 99,50+0,50
Cl Cl
4
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2,4-dichlorbenzaldehida 1

piperidina/AcOH (cat)
0 benzen, reflux -
N 87%
N
()
3 4

Figura 2. Schema de sinteza a substantei 4.

Martor netratat 1

2 4

Figura 3. Actiunea inhibitoare a compusilor tiazolici (0,05 %)
asupra sporilor de antracnoza in conditii in vitro.

piperidinei si a acidului acetic (cantitéti catalitice), care
conduce la formarea (Z)-1-(2,4-dichlorofenil)-5-me-
til-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)hex-1-en-3-onei 4 cu tem-
peratura de topire de 92-93 °C. Procedeul efectuat in
conditiile respectuve este stereospecific si conduce la
formarea substantei de interes o,p-nesaturate 4 con-
form ecuatiei prezentate in figura 2.

Potrivit analizei statistice a datelor, actiunea com-
pusului 4 in concentratie de 0,05 % asupra germindrii
sporilor Gloeosporium ampelophagum Sacc este mai
mare (99,5 % * 0,5 %) comparativ cu datele inregistra-
te in varianta compusului 2 si in varianta compusului
1 pe baza de propiconazol (tabelul 1, figura 3).

CONCLUZII

Derivatul triazolic 4, testat in conditii in vitro in
concentratie de 0,05 %, manifesta o ac{iune fungicida
accentuatd (in proportie de 99,5+0,5 %) asupra ger-
minarii sporilor Gloeosporium ampelophagum Sacc.,
superioara celei inregistrate in varianta proxima cu uti-
lizarea preparatului triazolic pe bazad de propiconazol
(respectiv de 4,63%2,89 %). Dupd cum s-a demonstrat,
compusul (Z)-1-(2,4-diclorfenil)-5-metil-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-il)hex-1-en-3-ona 4 testat in vitro manifesta o
actiune antifungica vadita contra agentului cauzal al an-
tracnozei vitei-de-vie (Gloeosporium ampelophagum).
Compusul 2 a exercitat o actiune mai redusd asupra
germinarii sporilor antracnozei care nu a depasit nive-
lul de 18,17+10,85 %.

Compusul triazolic 4, utilizat in concentratia de
0,05 %, poate fi recomandat pentru cercetare pe parce-

le mici §i in conditii de productie pentru a-i determi-
na eficienta, cu includerea lui ulterioara in Registrul
de Stat si in programele de protectie integrata contra
antracnozei vitei-de-vie.
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