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Właściwości inhibicyjne nowych związków grzybobójczych szeregu -C(=S)NHNH- i O- 
podstawionych pochodnych kwasu 2,4,6-trihydroksybenzenokarbiditiowego 

(TBCA) w zależności 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 obejmujące syntezę biologicznie czynnych związków 
grzybobójczych z toksoforowym ugrupowaniem karboditiowym (8). 

W celu określenia wpływu indukcyjnych oddziaływań ugrupowań aromatycznych 
na czynność inhibicyjną zdyzaktywowanego rozszczepieniem hydrazynolitycznym 
toksoforu -C/S/ — (9) otrzymano N — podstawione fenylo- i (2,4-dinitrofenylo) hydrazy 
kwasu TBCA. 

Pomimo że mechanizm fungitoksycznego działania ugrupowań mono- i dinitroaro- 
matycznych nie został jeszcze dokładnie wyjaśniony (13), ten rodzaj podstawienia 
zaproponowano w oparciu o spostrzeżenia (14), które wskazują, że mogą one pełnić 
funkcje konkurencyjnych inhibitorów inozytu i niektórych substancji wzrostowych. 
Przy czym pestycydy zawierające grupy nitrowe są skutecznymi środkami hamującymi 
kiełkowanie zarodników a także rowój grzybni zwłaszcza grzybów glebowych, takich 
jak Botrytis, Rhizoctonia, Mucor, Trichoderma i Fusarium. 

Dokonano także próby selektywnego alkilowania grup -OH kwasu TBCA w celu 
ograniczenia komórkowych oddziaływań niespecyficznej metylotransferazy (8) oraz 
ich acylowania zwiększające, jak stwierdzono (13, 14)), toksyczność większości pod- 
stawionych układów fenoli wobec grzybów. 

Zakładano, że polarne ugrupowania metoksylowe acetylowe powinny ułatwiać wła- 
ściwą orientację molekuł na granicznej powierzchni fazy tłuszczowej i wodnej, a hydro- 
lityczny rozpad działaniem esteraz zapewniać inaktywacyjny udział grup -OH w stosunku 
do enzymów amylolitycznych i oksydaz (3, 6, 13). 
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METODYKA BADAŃ 

We wstępnych testach dokonano oceny laboratoryjnej (1, 5), polegającej na ustaleniu hamującego wpływu 
otrzymanych związków na wzrost grzybni patogenicznych grzybów wskaźnikowych wyszczepianych na sztucz- 
nym podłożu. 

Roztwory (zawiesiny) poszczególnych związków (stężenia 0,1; 0,25; 0,5; i 0,75 mM) w 5 % acetonie 
wprowadzano do standardowej pożywki maltozowej (V/V 1:3), w skład której wchodziło 10 g ekstraktu Malto 
firmy Difco i 20 g agaru w rozcieńczeniu do 1000 cm? wodą. 

W temp. 40?C uzyskane mieszaniny rozlewano do szalek Petriego (n = 5) o średnicy 9 cm, a podłoże po 
zastygnięciu inokulowano w środku szalki krążkami agaru o średnicy 2 mm przerośniętego grzybnią odpowied- 
niego grzyba. Inokula pochodziły z dwutygodniowych kultur grzybów, które wyrastały na pożywce maltozowej 
w temp. 239C. Obiekt kontrolny stanowiły grzyby wyrastające na szalkach z pożywką bez badanych związków. 

Zaszczepione szalki inkubowano w temp. 23%, po czym po czterech i siedmiu dniach (większość kolonii w 
kombinacjach kontrolnych osiągała w tym czasie brzeg szalki) dokonywano pomiaru strefy zahamowania rozwoju 
monokultur (przyrostu liniowego grzybni). Z uzyskanych wyników obliczano procent zahamowania rozwoju kolonii (5). 

W celu określenia rodzaju oddziaływań związków w stosunku do poszczególnych gatunków grzybów 
odszczepiano z każdej kombinacji jednakowej wielkości fragmenty kolonii i przenoszono na zestaloną na szalkach 
pożywkę maltozową. Szalki przechowywano w temp. 239C a po sześciu i dziesięciu dniach określano sposób 

| oddziaływania związków (tab. 2). i 
- W badaniach wykorzystano polifagi reprezentujące różne grupy systematyczne pochodzące z różnych 
| środowisk bytowania powszechnie występujące porażające wiele roślin jedno- i dwuliściennych jedno- i wielo- 

letnich. Kultury grzybów pochodziły z kolekcji grzybów Katedry Fitopatologii AR w Lublinie i były wyodręb- 
nione w czasie badań mykologicznych z chorych roślin. 

W testach uwzględniono okolicznościowe grzyby pasożytnicze rozwijające się dobrze na sztucznych poży- 
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 badań wykorzystano do oceny zależności między budową związków a ich aktywnością biologiczną, 
mając na uwadze równomolowe udziały odpowiednich ugrupowań toksoforowych -C/S/S- i -C/S/- w każdej 
kombinacji testu. W celu porównania aktywności bezwzględnej związków i ustalenia wartości dawek toksycznych 
ED; i EDygo /dawek mg/dm* hamujących rozwój grzybni w odpowiednim procencie sporządzono krzywe 
zależności P = f (log c). 

WYNIKI BADAŃ, DYSKUSJA 

 
Wyniki uzyskane w testach biologicznych potwierdziły koncepcje syntezy związków. 

Podstawienie O - alkil (- acyl -) układu sym - trihydroksybenzenu w TBCA wywiera 
przewidywany wpływ na własności poszczególnych związków oraz ich aktywność biolo- 
giczną (tab. 1, 2,3). W związkach 1, 2 zmianie ulega charakter wewnętrznych oddziaływań 
wodorowych typu H - O- - HS -, co w znacznym stopniu zwiększa możliwość tworzenia 
wiązań międzycząsteczkowych z udziałem grup -C/S/SH. 

Zwiększona asocjacja i związany z tym zróżnicowany rozkład ładunku prawdopodob- 
nie ułatwia dyfuzyjną migrację badanych związków przez błony lipoproteidowe oraZ 
zmienia ich aktywność związaną z funkcją ugrupowania -C/S/S- jako niespecyficznego 

| inhibitora enzymów przemian energetycznych (2, 10, 12, 13). 
| Obniżenie aktywności związku 1 (tab. 1, 2) w stosunku do TBCA (8) pozwala wnio- 

skować, że podstawniki metoksylowe -OCH3 posiadające wolne pary elektronowe na 
atomie bezpośrednio związanym z rodnikiem aromatycznym słabiej przyciągają elektrony 
pierścienia i efekt indukcyjny ograniczany jest efektem sprzężenia, co w pewien s ź 
dezaktywuje układ toksoforu -C/S/SH. Z kolei silnie elektronoakceptorowe podstawniki 
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Tab. 1. Działanie badanych związków na testowane grzyby (n = 5) 
Effect of the studied compounds on the tested fungi (n = 5) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Numer a: Procent zahamowania (P) 3 Rodzaj ZWI u 

związku * Po czterech dniach hodowli | Po siedmiu dniach hodowli 
stężenie 0,25 mM 

1 /CH3O/AC6H> C/S/SH.H20 583 902 606. 643: 58074] 6287. 76,8 54,9 556 721 
2 /CH;3COOACH> C/S/SH.H>O 712 664 788 8 Bad: 07043] 7632 602 60,3 62,8 65,7 
3 /HO/3C6H2C/S/NHNHC6Hs SZA 462 302 STA: 4063] S415 457 57,3 49,7 58,1 
4 |/HOAsC6H2C/S/NHNHCGH3/NO>/2 SHS 528 581 © 544. 626 | 538: 6028 — 574 48,2 70,5 

| grzyby F.c. F.ox. R.s. S.s GE Fe. Fox R.s. S.s CH 

stężenie 0,50 mM 
1 /CH3O/5C6H> C/S/SH.H20 80,3 948 884 766 1000 | 846 958 89,2 80,7 100,0 
2 /CH;3COOACH; C/S/SH.H20 88,4 975 906 98,2 100,0 | 95,4 100,0 _ 95,7 99,6 100,0 
3 /HOsC6H2C/S/NHNHC6Hs GA 264.8. 2.8022, 160.42. 292:1 41 „84-3,,606,2, 82,2 94,5 97,0 
4 . |/HO/AsC6H2C/S/NHNHCGH:/NO>/2 7803 182.3 200,5» | 91,3.) 1189 Gli 60 OT oBBA= „064 96,6 100,0 

[grzyby F.c. F.ox. R.s. S.s C.1. Bo Poł: R.s. S.s GL 

   
 

k Objaśnienia: F.c. — Fusarium culmorum, F.ox. — Fusarium oxysporum, R. s. Rhizoctonia solani, $.s. — Sclerotinia sclerotiorum, C.l. — Colletotrichum lindemuthianum 

Tab. 2. Sposób oddziaływania badanych związków w stężeniu 0,5 mM w stosunku do kolonii grzybów wskaźnikowych 
Mode of effect of the studied compounds in molar concentration 0.5 mM upon colonies of index fungi 

 

  
 

 

  ii Rodzaj związku Średnia kolonii po 10 dniach /mm/ Oddziaływanie związku 
1 /CH305C6H2 C/S/SH.H2O0 25 0 13 17 0 - + - - + 
2 /CH3COOACH> C/S/SH.H20 15 0 0 18 0 - + + - + 
3 /HOAC6H2C/S/NHNHCGHs 20 35 15 30 8 J s S Ż a 
4 /HO/C6HzC/S/NHNHC6H3/NO2/2 30 15 65 13 0 - 3 ś RAR: 

grzyby F.c. F.ox. R.s. S.s Cl. r Rx.» Si RS SGL 
kombinacja kontrolna /mm/ 90 65 90 90 28 

  
 

Objaśnienia: + oddziaływanie grzybobójcze, — oddziaływanie grzybostatyczne 
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Tab. 3. Przybliżone wartości dawek toksycznych EDx (mg/dm3) dla testowanych grzybów wyznaczone metodą graficzną 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 grzybów 
związku 

Rodzaj związku Fusarium Fusarium Colletetrichum Selerotinia Rhizoctoria 
oxysporum culmorum lindemuthianum sclerotiorrum solani 

 

EDo | ED50 |ED400 | EDo | EDso |ED4co | EDo | EDso |ED1oo| EDo | EDso |EDxoo | EDo | EDso |ED100           
 

       
1 _ |/CH30/CcH2C/S/SH.H2O 15 =80! a60:| 205 11039160 |915% 700 105 lSun 60 1207] 20 3460 ;x120 
2 . |/CH3COO/CH; C/S/SH.H20 10 795! 4303] 10% 105 5:140 |-203 « 80 s110ŻIG20 «075 * 41% | 15.0080 -;1440 
3 |/HOAC6GH2C/S/NHNHCGHs 3581707 —200H17252-7130 7-185718257—405515031330-—61057——163" |--30—120**190 
4 |/HOACcH2C/5/NHNHCGHs/NO2/2 | 40 100 185 | 30 120 170 | 20 85 105 | 20 80 125 | 35 85 130 

 
 

Objaśnienia: P — procent zahamowania, Cm — stężenie molowe związku 
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acetylowe -O(O)CCH3 ograniczające zasadowość czteropodstawionego rodnika -C6H2 
wzmacniają fungi toksyczność związku 2, który w stężeniu 0,5 mM wykazuje oddziaływa- 
nie grzybobójcze w stosunku do grzybni Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum i 
Colletotrichum lindemuthianum (tab. 2). 

Porównanie własności biologicznych związków 1 i 2 oraz TBCA o może na 
stosunkowo ograniczone funkcje wolnych grup -OH w mechanizmie oddziaływań fungi- 
toksycznych dla tego szeregu pochodnych. 

Specyficzna struktura pochodnych TBCA z układem dwu centrów toksoforowych 
pozwalała zakładać udział grup -OH w procesach rozprzęgania fosforylacji oksydacyjnej 
oraz inaktywacji procesu przyłączania nieorganicznego fosforanu do ADP (4, 7, 13) 
względnie ich oddziaływanie z grupami -SH enzymów amylolitycznych i karboksylazy. 

Oddziaływanie silnie odciągających elektronów rodników C6Hs-, -C6H4(NO2)2 meta 
- na zasadowy układ -NHNH- i pośrednio na zdegradowane do układu -C/S/- ugrupowanie 
toksoforu zwiększa aktywność biologiczną związków 3 i 4 (tab. 1, 2, 3) w stosunku do 
niepodstawionego hydrazydu (9). 

Grupy -NO2 zmieniają w związku 4 rozkład ładunku w di- podstawionym pierścieniu 
aromatycznym, a także polarność wiązań w całym łańcuchu sprzężenia. Teefekty wpływają 
na aktywność inhibicyjną związku, który wykazywał własności grzybobójcze wobec 
Colletotrichum lindemuthianum (tab. 2). 
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SUMMARY 

The fungicidal activity was examined concerning new biologically active compounds of the series of 0)- and 
S$ -substituted derivatives of 2.4,6-1rihydroxybenzencarbodithioic acid (IBCA). 

On the basis of the test results using colonies of pathogenie fungi the relationship berwcen the structural 
composition of compounds and their inhihitive properties was discussed. 


