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Wiasciwosci inhibicyjne nowych zwiazkéw grzybobéjezych szeregu -C(=S)NHNH- i O-
podstawionych pochodnych kwasu 2,4,6-trihydroksybenzenokarbiditiowego
(TBCA) w zaleznosci od ich struktury

Inhibitive Properties of New Fungicidal Compounds of the -C(=S)NHNH- Series and O- Substituted Derivati-
ves of 2,4,6-Trihydroxybenzenecarbodithioic Acid (TBCA) Depending of Their Structure

Kontynuowano prace badawcze obejmujace syntezg biologicznie czynnych zwiazkow
grzybobéjczych z toksoforowym ugrupowaniem karboditiowym (8).

W celu okreslenia wplywu indukcyjnych oddziatywaf ugrupowan aromatycznych
na czynno$¢ inhibicyjna zdyzaktywowanego rozszczepieniem hydrazynolitycznym
toksoforu -C/S/ — (9) otrzymano N — podstawione fenylo- i (2,4-dinitrofenylo) hydrazy
kwasu TBCA.

Pomimo ze mechanizm fungitoksycznego dzialania ugrupowas mono- i dinitroaro-
matycznych nie zostal jeszcze dokladnie wyjasniony (13), ten rodzaj podstawienia
zaproponowano w oparciu o spostrzezenia (14), ktére wskazuja, Ze moga one pelnié
funkcje konkurencyjnych inhibitoréw inozytu i niektérych substancji wzrostowych.
Przy czym pestycydy zawierajace grupy nitrowe sa skutecznymi Srodkami hamujacymi
kietkowanie zarodnikéw a takze row6j grzybni zwlaszcza grzybéw glebowych, takich
jak Botrytis, Rhizoctonia, Mucor, Trichoderma i Fusarium.

Dokonano takze préby selektywnego alkilowania grup -OH kwasu TBCA w celu
ograniczenia komérkowych oddzialywan niespecyficznej metylotransferazy (8) oraz
ich acylowania zwigkszajace, jak stwierdzono (13, 14)), toksycznos$¢ wigkszosci pod-
stawionych uktadéw fenoli wobec grzybéw.

Zakladano, Ze polarne ugrupowania metoksylowe acetylowe powinny ufatwiac wia-
$ciwa orientacj¢ molekut na granicznej powierzchni fazy thuszczowej i wodnej, a hydro-
lityczny rozpad dziataniem esteraz zapewnia¢ inaktywacyjny udziat grup -OH w stosunku
do enzyméw amylolitycznych i oksydaz (3, 6, 13).
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METODYKA BADAN

We wstegpnych testach dokonano oceny laboratoryjnej (1, 5), polegajacej na ustaleniu hamujacego wptywu
otrzymanych zwiazkéw na wzrost grzybni patogenicznych grzybéw wskaZnikowych wyszczepianych na sztucz-
nym podfozu.

Roztwory (zawiesiny) poszczeg6lnych zwiazkéw (stgzenia 0,1; 0,25; 0,5; i 0,75 mM) w 5 % acetonie
wprowadzano do standardowej pozywki maltozowej (V/V 1:3), w sklad kt6rej wehodzito 10 g ekstraktu Malto
firmy Difco i 20 g agaru w rozcieficzeniu do 1000 cm® woda,

W temp. 40°C uzyskane mieszaniny rozlewano do szalek Petriego (n = 5) o érednicy 9 cm, a podioze po
zastygnigciu inokulowano w $rodku szalki krazkami agaru o Srednicy 2 mm przero$nigtego grzybnia odpowied-
niego grzyba. Inokula pochodzity z dwutygodniowych kultur grzybéw, kiére wyrastaly na pozywce maltozowej
w temp. 23°C. Obiekt kontrolny stanowily grzyby wyrastajace na szalkach z pozywka bez badanych zwiazkéw.

Zaszezepione szalki inkubowano w temp. 23°C, po czym po czterech i siedmiu dniach (wigkszo$é kolonii W
kombinacjach kontrolnych osiagala w tym czasie brzeg szalki) dokonywano pomiaru strefy zahamowania rozwoju
monokultur (przyrostu liniowego grzybni). Z uzyskanych wynikéw obliczano procent zahamowania rozwoju kolonii (5)-

W celu okreslenia rodzaju oddziatywai zwiazkéw w stosunku do poszczegélnych gatunkéw grzybéw
odszczepiano z kazdej kombinacji jednakowej wielkosci fragmenty kolonii i przenoszono na zestalon na szalkach
pozywke maltozows. Szalki przechowywano w temp. 23°C a po szesciu i dziesigciu dniach okre$lano sposéb
oddziatywania zwigzkéw (tab. 2).

W badaniach wykorzystano polifagi reprezentujace rézne grupy systematyczne pochodzace z réznych »
$rodowisk bytowania powszechnie wystepujace porazajace wicle roslin jedno- i dwulisciennych jedno- i wielo-
letnich. Kultury grzybéw pochodzity z kolekcji grzybéw Katedry Fitopatologii AR w Lublinie i byly wyodrgb-
nione w czasie badai mykologicznych z chorych roslin.

W testach uwzglgdniono okolicznosciowe grzyby pasozytnicze rozwijajace si¢ dobrze na sztucznych pozy-
wkach Fusarium culmorum W. G. Sm. Sacc., Fusarium oxysporum Schl. f. sp. phaseoli Kand. Snyd., Colletotrichum
lindemuthianum Sacc. et Magn., Rhizoctonia solani Khn i Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary.

Wyniki badaf wykorzystano do oceny zaleznosci migdzy budowa zwigzkéw a ich aktywnoscia biologiczna,
majgc na uwadze réwnomolowe udziaty odpowiednich ugrupowaii toksoforowych -C/S/S- i -C/S/- w kazdej
kombinacji testu. W celu por6wnania aktywnosci bezwzglgdnej zwiazkéw i ustalenia wartoéci dawek toksycznych
EDs; i ED, o /dawek mg/dm® hamujacych rozwéj grzybni w odpowiednim procencie sporzadzono krzywe
zaleznodci P = f (log ¢ ).

WYNIKI BADAN, DYSKUSJA

Wyniki uzyskane w testach biologicznych potwierdzity koncepcje syntezy zwiazkow-
Podstawienie O - alkil (- acyl -) ukiadu sym - trihydroksybenzenu w TBCA wywiera
przewidywany wptyw na wlasnosci poszczeg6inych zwiazkéw oraz ich aktywno$é biolo-
giczna (tab. 1,2, 3). W zwiazkach 1, 2 zmianie ulega charakter wewnetrznych oddzi:ﬂywaf‘
wodorowych typu H - O- - HS -, co w znacznym stopniu zwigksza mozliwo§¢ tworzenia
wiazafi migdzyczasteczkowych z udziatem grup -C/S/SH.

Zwigkszona asocjacja i zwiazany z tym zr6znicowany rozktad tadunku prawdopodob-
nie utatwia dyfuzyjna migracj¢ badanych zwiazkéw przez blony lipoproteidowe oraZ
zmienia ich aktywnos$¢ zwiazana z funkcja ugrupowania -C/S/S- jako niespecyficznego
inhibitora enzyméw przemian energetycznych (2, 10, 12, 13).

Obrizenie aktywnosci zwiazku 1 (tab. 1, 2) w stosunku do TBCA (8) pozwala wnio-
skowa¢, ze podstawniki metoksylowe -OCH3 posiadajace wolne pary elektronowe nd
atomie bezposrednio zwigzanym z rodnikiem aromatycznym stabiej przyciagaja elektrony
pierScienia i efekt indukcyjny ograniczany jest efektem sprze¢zenia, co w pewien spoSétf
dezaktywuje uklad toksoforu -C/S/SH. Z kolei silnie elektronoakceptorowe podstawniki



Tab. 1. Dziatanie badanych zwiazkéw na testowane grzyby (n = 5)
Effect of the studied compounds on the tested fungi (n = 5)

Numer AT Procent zahamowania (P)
3 Rodzaj zwiazku
zwigzku Po czterech dniach hodowli | Po siedmiu dniach hodowli
stezenie 0,25 mM
1 /CH30/3CeHa C/S/SH.H:0 583 © 702 606 ¢ 643 ER075| 6285 768 54,9 556 72,1
2 /CH3COO/5CHz C/S/SH.H20 712°c 664 188 § M3 F794 3 7635 692 60,3 628 657
3 /HO/3C¢H2C/S/NHNHCsHs 628 w.ad62' 502 ST 4065 541 451 573 497 581
4 /HO/3C6H2C/S/NHNHCsH3/NO2/2 YN (528 581 ¥ 844 6261 538 B8 - 574 482 70,5
grzyby F.c F.ox. R.s. Ss Gl F&.  Foxi R.s. S.s Cle
stezenie 0,50 mM
1 /CH30/3CeHz C/S/SH.H20 803 © 1048 i 884s 766" 1000|8465 958 89,2 80,7  100,0
2 /CH3COO/3CHz C/S/SH.H20 884 975 90,6 982 1000 | 954 1000 957 996  100,0
3 /HO/3CeH2C/S/NHNHC6Hs 86,4 64,8 80,2 S804 02101 842, 960 82,2 94,5 97,0
4 /HO/3CsH2C/S/NHNHC6Hy/NO2/2 789 823 895 913 896 |[699 883 984 9,6  100,0
| grzyby Fo F.ox. R.s. S.s C.k: Fioss - Foox: R.s. S.s Ck

¥ Objasnienia: F.c. - Fusarium culmorum, F.ox. — Fusarium oxysporum, R. s. Rhizoctonia solani, S.s. — Sclerotinia sclerotiorum, C.l. — Colletotrichum lindemuthianum

Tab. 2. Sposéb oddzialywania badanych zwiazkéw w stgzeniu 0,5 mM w stosunku do kolonii grzybéw wskaZnikowych
Mode of effect of the studied compounds in molar concentration 0.5 mM upon colonies of index fungi

Numer P : y : 5 . e il
zwiazku Rodzaj zwigzku Srednia kolonii po 10 dniach /mm/ Oddzialywanie zwigzku
1 /CH30/3CeHz C/S/SH.H20 25 0 13 17 0 - + - - +
2 /CH3COO/ACH; C/S/SH.H20 15 0 0 18 0 - + + - +
3 /HO/3C¢H2C/S/NHNHCgHs 20 35 75 30 8 o . -
4 /HO/3Ce¢H2C/S/NHNHCsH3/NO2/2 30 15 65 13 0 o - - - +
grzyby F.c. F.ox. R.s. S.s Cl BB HFOX. S Rs. Gl
kombinacja kontrolna /mm/ 90 65 90 90 28

Objasnienia: + oddzialywanie grzybobéjcze, — oddziatywanie grzybostatyczne
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Tab. 3. Przyblizone warto$ci dawek toksycznych EDx (mg/dms) dla testowanych grzybéw wyznaczone metoda graficzng z krzywych P = f (log Cm)
Approximate values of toxic doses EDx (mg/dm’) for the tested fungi determined using a graphic curve - based P = f (log Cm) method

Numer Kolonia grzybéw
zwigzku
Rodzaj zwiazku Fusarium Fusarium Colletetrichum Selerotinia Rhizoctoria
oxysporum culmorum lindemuthianum sclerotiorrum solani

CI0

EDo |EDSO0 [ED1oo| EDo | EDso [EDioo| EDo | EDso |ED1oo| EDo | EDso |EDioo| EDo | EDso {ED1oo

1 |/CHs0/CeHz C/S/SH.H20 15 <80 4601 208 110 5160 ['415¢ = 705 11056l 81500560 & 3207| 20 24460 ;2120
2 |/CHsCOO/CH: C/S/SH.H0 100 195 | 4801 109 1054140 | 205 * 804 1108|4620 +0°75 © 215 | 15 ¢80 ;110
3 |/HOACsH2C/S/NHNHCsHs 2§ F1701 2002555130 T+ 1851925 1055 150: 1230105165 | ~30 120 %4190
4 |[/HOACeH2C/S/NHNHCsH3/NO22 | 49 100 185 | 30 120 170 | 20 85 105| 20 80 125 | 35 85 130

Objasnienia: P — procent zahamowania, Cn, — stgZenie molowe zwiazku
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acetylowe -O(O)CCH3 ograniczajace zasadowos¢ czteropodstawionego rodnika -CsHz
wzmacniaja fungi toksyczno$¢ zwiazku 2, ktéry w stezeniu 0,5 mM wykazuje oddziatywa-
nie grzybobdjcze w stosunku do grzybni Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum i
Colletotrichum lindemuthianum (tab. 2). .

Poréwnanie whasno$ci biologicznych zwiazkéw 1 i 2 oraz TBCA wskazywaé moze na
stosunkowo ograniczone funkcje wolnych grup -OH w mechanizmie oddzialywan fungi-
toksycznych dla tego szeregu pochodnych.

Specyficzna struktura pochodnych TBCA z ukladem dwu centréw toksoforowych
pozwalata zaklada¢ udziat grup -OH w procesach rozprzegania fosforylacji oksydacyjnej
oraz inaktywacji procesu przylaczania nieorganicznego fosforanu do ADP (4, 7, 13)
wzglednie ich oddzialywanie z grupami -SH enzyméw amylolitycznych i karboksylazy.

Oddziatywanie silnie odciagajacych elektronéw rodnikéw CsHs-, -CeH4(NO2)2 meta
- na zasadowy uk}ad -NHNH- i po$rednio na zdegradowane do ukfadu -C/S/- ugrupowanie
toksoforu zwigksza aktywnoS¢ biologiczng zwiazkéw 3 i 4 (tab. 1, 2, 3) w stosunku do
niepodstawionego hydrazydu (9).

Grupy -NO2 zmieniaja w zwiazku 4 rozkiad tadunku w di- podstawionym pierScieniu
aromatycznym, a takze polarno$¢ wiazan w catym faficuchu sprz¢zenia. Te efekty wplywaja
na aktywno$¢ inhibicyjna zwiazku, ktéry wykazywal wiasnosci grzybobdjcze wobec
Colletotrichum lindemuthianum (tab. 2).
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SUMMARY

The fungicidal activity was examined concerning new biologically active compounds of the series of O- and
S-substituted derivatives of 2,4,6-trihydroxybenzencarbodithioic acid (TBCA).

On the basis of the test results using colonies of pathogenic fungi the relationship between the structural
composition of compounds and their inhibitive properties was discussed.



