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1. UvOD

Porast broja stanovni$tva na Zemlji i globalno zatopljenje su trenutno dva glavna problema
¢ije posljedice zabrinjavaju populaciju diljem svijeta (Kumar i sur., 2017.). Stvara se pritisak
na proizvodnju hrane, ograni¢enu dostupnost zemljiSta te stanje okolisa (Kumar i sur.,
2017.). Glavni izazov za poljoprivrednu proizvodnju je povecanje prinosa uz oc¢uvanje
okolisa. Kako bi se zadovoljile velike potrebe za hranom, poljoprivredni proizvodaci koriste
velike koli¢ine gnojiva i pesticida (Kumar i sur., 2017.). Brojni biotski i abiotski ¢imbenici
utjeCu na rast 1 razvoj biljaka (Kumar 1 sur., 2017.). Zbog borbe s uzro¢nicima bolesti,
proizvodaci posezu za pesticidima. Njihova primjena je Cesto obilna i neprikladna, Sto za
posljedicu moze uzrokovati otpornost patogenih organizama na zastitna sredstva. Kemijsko
suzbijanje biljnih bolesti uzrokovanih bakterijama je manje ucinkovito nego suzbijanje
bolesti uzrokovanih fitopatogenim gljivama (Thind, 2019.). Razlog tome je smanjen broj
dostupnih ucinkovitih kemikalija (Thind, 2019.). Nadalje, brojni antibiotici, koji su
ucinkoviti pri suzbijanju bakterija, su zabranjeni za koriStenje zbog mogucéeg prijenosa
rezistencije na ljudske i Zivotinjske patogene (Thind, 2019.). Zabrinutost za stanje okolisa i

zdravlje ljudi, tezi se pronalasku djelotvornih sredstava koji ne ugrozavaju ekosustav.

Derivati kinazolinona su pokazali veliku ucinkovitost u medicini, suzbijaju¢i brojne
uzro¢nike bolesti, djeluju¢i antibakterijski, antifungalno, antivirusno, protuupalno,
antikancerogeno, antioksidativno i drugo (Asif, 2014.). U ovom radu dat je osvrt na
mogucénost njihove upotrebe u poljoprivrednoj proizvodnji u suzbijanju fitopatogene

bakterije Pseudomonas syringae.



2. PREGLED LITERATURE

Tijekom proizvodnje poljoprivrednih proizvoda te njihova skladiStenja, brojne bolesti i
Stetnici uzrokuju velike gubitke i poveéane troskove. Nastala je potreba za novim metodama
suzbijanja bolesti i njihovih uzro¢nika kako bi se povecala proizvodnja bez utjecaja na okoli$

(Kumar isur., 2017.).

2.1.  Utjecaj kemijskih sredstava na ekosustav

Cilj intenzivne poljoprivredne proizvodnje jest ostvarivanje visokih prinosa, odnosno profita
(Seremesi¢ i sur., 2017.). Kako bi se to postiglo, uzgajaju se visokoprinosne sorte i hibridi
uz obilnu upotrebu mineralnih gnojiva, kemijskih sredstava za zastitu bilja, navodnjavanjem,
upotrebom teske mehanizacije i genetickog inzenjeringa (Kovacevic i sur., 2011., Kumar 1
sur., 2017., Seremesi¢ i sur., 2017.). Dolazi do niza promjena prirodnog okruZenja,
uklanjanjem drveca i prenamjenom zemljiSta, intenzivna obrada tla, smanjena bioloska
raznolikost s ciljem odrzavanja uniformnosti — uzgoj monokultura na ve¢im povrSinama,
nepostivanje plodoreda (Kovacevié i sur., 2011.). Sezdesetih godina prosloga stolje¢a pocela
je rasti zabrinutost za zdravlje ljudi 1 ekosustav zbog povecane upotrebe pesticida u
poljoprivredi (Seremesi¢ i sur., 2017.). Tehnoloski napredak i visoki prinosi donose
kratkoro¢nu dobit i dugoro¢ne posljedice (Fanuko, 2005.). Uz promet i industriju,
konvencionalna poljoprivredna proizvodnja je najveci zagadiva¢ okolisa (Srpak i Zeman,
2018.). Zbog neracionalne upotrebe mineralnih gnojiva, pesticida, veterinarskih preparata,
hormona, rada mehanizacije, velikog broja grla u stadu na jednoj povrSini, prevelike
proizvodnje nusproizvoda kao Sto su stajnjak ili metan, pretjerane ispaSe 1 drugo (Kovacevi¢

isur., 2011.).

FAO je 2015. godine proglasio zemljiite neobnovljivim prirodnim resursom (Seremesic i
sur., 2017.). Odrziva poljoprivreda tezi ocuvanju zdravog i kvalitetnog tla. Tijekom
vegetacijske sezone, biljke iz tla iznose razli¢ite koli¢ine duSika, fosfora i kalija, koje se
moraju nadoknaditi gnojidbom. Problem nastupa kada ta gnojidba nije adekvatna.
Upotrebljavaju se pogresna gnojiva u velikim koli¢inama. Usjevi ne mogu koristiti elemente
ishrane, kvari se struktura tla, smanjuje se razgradnja organske tvari, ispiru se u dublje

slojeve tla te dospijevaju u podzemne vode (Kovacevic€ i sur., 2011.).



Poljoprivreda predstavlja opasnost za zagadenje vode. Velike koli¢ine razlicitih kemijskih
sredstava dospijevaju u zemljiSte, povrSinske 1 podzemne vode. Voda se zagaduje teSkim
metalima, nitratima, nitritima, fosfatima, policiklicnim aromatskim ugljikovodicima.
Posljedice su unistavanje pitkih voda, utjecaj na zdravlje biljaka, ljudi i Zivotinja,

eutrofikacija (Kovacevi¢ i sur., 2011.).

Poljoprivrednim aktivnostima, sagorijevanjem ulja i goriva, prirodnih plinova, drveta,
ispusta se velika koli¢ina ugljikova dioksida, ugljikova monoksida, sumporovog dioksida,
dusikova oksida, metana, Cestica ¢adi 1 prasine. Tako dolazi do promjene prirodnog odnosa

1 koncentracije osnovnih elemenata atmosfere (Kovacevi¢ i sur., 2011.).

Gubitak bioloske raznolikosti, jedan je od vaznih problema 21. stolje¢a (Seremesié i sur.,
2017.). Bioloska raznolikost, odnosno biodiverzitet je na samitu UN-a 1992. godine u Rio
de Janeiru definiran kao ,raznolikost medu organizmima svih stani$ta® s naglaskom na
njegovo o¢uvanje (Seremesic i sur., 2017.). Ove teze su uklopljene i u nove globalne ciljeve
odrzivog razvoja UN-a. U Republici Hrvatskoj su nestale brojne sorte biljaka te zivotinjske
pasmine jer nisu produktivne i konkurentne kao $to je rijeC o konvencionalnim sortama i
pasminama (Fanuko, 2005.). Mnogi su razlozi smanjenja bioloske raznolikosti. Medu
najvaznijim i najées¢im razlogom jest uniStavanje stanista. Kréenjem Suma dobivaju se
velike oranice, no gubi se staniSte brojnih organizama (Fanuko, 2005.). StaniSta se
presijecaju brojnim prometnicama, gradevinskim objektima, brojne biljne 1 Zivotinjske vrste
se prekomjerno iskoriStavaju i love, mijenja se klima, onecis¢uje se okolis te se unose strane

invazivne vrste (Fanuko, 2005.).

Poljoprivreda se smatra jednim od uzro¢nika povecane emisije staklenickih plinova
(Seremesi¢ i sur., 2017.). Njihovim djelovanjem dolazi do dodatnog zagrijavanja Zemljine
povrsine, time i do globalnog zatopljenja. Otapa se led na polovima, povecava se razina
mora, povisuju se temperature (Fanuko, 2005.). Smatra se, ako se povecaju temperature za
nekoliko stupnjeva, za posljedicu bi doslo do propadanja agrosfere, velikih susa, erozije tla
te pojave termofilnih Stetnika (Fanuko, 2005.). Ozon, koji se nalazi 20 do 30 km iznad
Zemljine povrsine, apsorbira najvec¢i dio Sunceva zracenja. Bez njega Zivot na Zemlji ne bi
bio mogu¢. Zbog raznih spojeva, kao Sto su freoni, haloni, dusikovi oksidi, razara se ozon 1

stvaraju se takozvane ,,0zonske rupe (Fanuko, 2005.).



2.2. Bioloska aktivnost kinazolinona

Fitopatogeni organizmi uzrokuju velike Stete u poljoprivrednoj proizvodnji. Upotreba
zaStitnih sredstava dovela je do otpornosti uzro¢nika bolesti na pesticide te je nastala potreba
za novim ucinkovitim sredstvima koja nemaju toksi¢an ucinak na okolis. Zbog svojih

bioloskih aktivnosti, kinazolinoni se isti¢u kao potencijalno sredstvo za zastitu biljaka.

Kinazolin je spoj sastavljen od 2 spojena SesteroClana aromati¢na prstena, benzenskog 1
pirimidinskog prstena (Mahato i sur., 2011.). Kinazolinoni su oksidirani oblici kinazolina te
tako pripadaju kinazolinskim alkaloidima (Mahato i sur., 2011.). Prirodni i sintetizirani
kinazolini 1 kinazolinoni privla¢e pozornost zbog Sirokog spektra farmakoloSkih aktivnosti
(Mahato i sur., 2011.). Ovisno o polozaju keto ili okso skupina, ovi spojevi se mogu
klasificirati u 3 skupine: 2(1H)-kinazolinoni, 4(3H)-kinazolinoni i 2,4(1H,3H)-kinazolinoni
(Asif, 2014., Mahato i sur., 2011.).

Heterocikli¢ni spojevi, koji sadrZe kinazoline i kinazolinone, imaju vaznu ulogu i podrucju
medicine (Asif., 2014.). Mnogi supstituirani derivati kinazolina i kinazolinona posjeduju
brojne bioaktivnosti, kao $§to su: antimalarijska, antikancerogena, antimikrobna,
antifungalna, antivirusna, protuupalna, diureticka, antituberkulozna, antidepresivna,

herbicidna, akaricidna djelovanja (Asif, 2014., Karan i sur., 2021.).

Kinazolin i njegovi brojni derivati se mogu ekstrahirati iz biljaka kao $to su Adhatoda vasica,
Polygonum tinctorium, Strobilanthes cusia, Isatis tinctoria, Peganum harmala (He i sur.,
2017., Karan i sur., 2021.). Prirodni kinazolinoni, koji imaju Siroku upotrebu u tradicionalnoj
medicini, izolirani su iz biljaka 1 mikroorganizama, dok je vecina derivata kinazolinona

dobivena procesom sinteze kroz odredene kemijske reakcije (Radwan i Alanazi, 2020.).

Zbog brojnth moguénosti djelovanja, kinazolini i kinazolinoni se koriste u proizvodnji

brojnih lijekova (Asif, 2014.).

Nekoliko 4-hidroksikinolin alkaloida, izoliranih iz Pseudomonas aeruginosa BCC76810,
pokazali su antimalarijska svojstva (Shang i sur., 2018.). Medu njima su: 2-n-oktil-4-
hidroksikinolin, 2-n-nonil-4-hidroksikinolin, 2-n-undecil-4-hidroksikinolin, 2-(E)-non-1'-
enil-4-hidroksikinolin, n-heptil-4-hidroksikinolin-N-oksid, 2-nonil-4-hidroksikinolin-N-
oksid, 2-((2)-undec-4'-enil)-4-hidroksikinolin, 2-(3'-(2'-heksilciklopropil)propil)-4-
hidroksikinolin, 2-n-oktil-4-hidroksikinolin-N-oksid, 2-((Z2)-undec-4'-enil)-4-



hidroksikinolin-N-oksid, 3-n-heptil-3-hidroksikinolin-2,4(1H,3H)-dion (Shang i sur.,
2018.).

Ghorab i sur. (2000.) su ispitali antifungalna djelovanja fluoriranih derivata hidrokinazolina
na gljivama Aspergillus ochraceus Wilhelm AUCC-230), Penicillium chrysogenum Thom
(AUCC-530), Aspergillus flavus Link (AUCC-164) i Candida albicans (Robin) Berkho
(AUCC-1720) koriste¢i metodu difuzije na agaru, a za usporedbu je koristen fungicid Trosyd
(tiokonazol). Rezultati su pokazali najaktivnije djelovanje 4-amino-11-(4"-fluorofenil)-
7,8,9,10,11-pentahidropirimidino[4”,5":4,5]-tiazolo[2,3-b]-kinazolin-10-on, 11-(4"-
fluorofenil)-3,4,7,8,9,10,11-heptahidropirimidino[4",5":4,5] tiazolo[2,3-b]-kinazolin-4,10-
dion, 4-amino-3-fenil-2-tiokso-11-(4"-fluorofenil)-2,3,7,8,9,10,11-
heptahidropirimidino[4”,5":4,5]-tiazolo[2,3-b]kinazolin-10-on i 2-metil-11-(4"-fluorofenil)-
3,4,7,8,9,10,11-heptahidropirimidino[4”,5":4,5]tiazolo[2,3-b]-kinazolin-4,10-dion protiv A.
ochraceus, P. chrysogenum i A. flavus s minimalnom inhibitornom koncentracijom od 40
pg mL? (Ghorab i sur., 2000.). U usporedbi sa fungicidom, protiv C. albicans su se dobrim
pokazali 3-fenil-5-(4-fluorofenil)-5,6,7,8,9-pentahidrotiazolo[2,3-b]kinazolin-6-on i 3-
amino-2-cijano-5-(4"-fluorofenil)-5,6,7,8,9-pentahidrotiazolo[2,3-b]-kinazolin-6-on S

minimalnom inhibitornom koncentracijom od 40 pg mL™ (Ghorab i sur., 2000.).

Kinazolini 1 kinazolinoni su ¢esti u medicinskoj upotrebi. Zbog svojih brojnih djelovanja
koriste se kao analgetici, antipsihotici, antiaritmici, protuupalna sredstva, antimalarijska
sredstva i drugo (Asif, 2014., Karan i sur., 2021.).

Ovi spojevi djeluju protiv virusa, ubijaju ih ili smanjuju stopu njihova rasta, bez negativnih
ili toksi¢nih posljedica za domacina (Karan i sur., 2021.). Zahvaljujué¢i strukturno-
djelotvornom odnosu, supstituirani kinazolinoni i njegovi sintetizirani derivati se koriste kao

antitumorska i antikancerogena sredstva (Karan i sur., 2021.).

Kinolin indol alkaloid kamptotecin (CPT) pokazao je inhibitorno djelovanje na stanice
tumora pri ¢emu dolazi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u S-fazi ili se nastavlja s
akumulacijom ostecene DNA, §to u konacnici rezultira sa smréu stanica (Shang i sur.,

2018.).

Patel i Patel (2011.) su ispitali djelovanje derivata kinazolinona in vitro metodom cilindara
prema Gram pozitivnim bakterijama Staphylococcus aureus ATCC 9144 i Bacillus subtilis
ATCC 6633, Gram negativnim bakterijama P. aeruginosa ATCC 9027 i Escherichia coli
ATCC 25922 te gljivi C. albicans ATCC 10231 mjerenjem zone inhibicije u
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koncentracijama 100 i 50 pg mL™. Rezultati su pokazali dobro djelovanje (50.88 — 52.88 %)

derivata 6-bromo-3-(2-klorobenzilidenamino)-2-[2-(2,6-diklorfenil)amino]benzil-
kinazolin-4(3H)-on, 6-bromo-3-(4-klorobenzilidenamino)-2-[2-(2,6-
diklorfenil)amino]benzil-kinazolin-4(3H)-on, 6-bromo-2-[2-(2,6-

diklorofenil)amino]benzil-3-(4-metoksibenzilidenamino)-kinazolin-4(3H)-on, 6-bromo-3-
[3-kloro-4-(4-metoksifenil)-2-oksoazetidin-1-il]-2-[2-(2,6-diklorofenil)amino]benzil
kinazolin-4(3H)-on i 6-bromo-3-[3-kloro-4-(3,4,5-trimetoksifenil)-2-oksoazetidin-1-il]-2-
[2-(2,6-diklorofenil)amino]benzil-kinazolin-4(3H)-on protiv S. aureus (Patel i Patel, 2011.).
Derivati 6-bromo-2-[2-(2,6-diklorofenil)amino]benzil-3-(4-metoksibenzilidenamino)-
kinazolin-4(3H)-on i 6-bromo-3-[3-kloro-4-(4-metoksifenil)-2-oksoazetidin-1-il]-2-[2-(2,6-
diklorofenil)amino]benzil-kinazolin-4(3H)-on su takoder imali dobro djelovanje (60 %) u
suzbijanju B. subtilis i E. coli (56,66 i 64,29 %) (Patel i Patel, 2011.). Protiv C. albicans
dobru aktivnost je imao derivat 6-bromo-3-[3-kloro-4-(4-klorofenil)-2-oksoazetidin-1-il]-2-
[2-(2,6-diklorofenil)amino]benzil-kinazolin-4(3H)-on (56,03 %) (Patel i Patel, 2011.).

Derivati 3-aril-6,8-dikloro-2H-1,3-benzoksazin-2,4(3H)-dioni i 3-arilkinzolin-2,4(1H,3H)-
dioni su prijavljeni kao kemoterapeutska sredstva u lijeCenju tuberkuloze, uzrokovana

Mycobacterium tuberculosis (Mahato i sur, 2011.).

Osim u humanoj upotrebi, ovi spojevi imaju i potencijalnu ulogu kao pesticid u

poljoprivrednoj proizvodnji zbog prikazanih bioloskih aktivnosti.

2.3.  Osobine fitopatogene bakterije Pseudomonas syringae

Bakterije su jedan od uzroc¢nika biljnih bolesti (Kumar i sur., 2017.). Posjeduju Sirok spektar
domacina (Thind, 2019.). Zbog njihova djelovanja, velike koli¢ine poljoprivrednih usjeva i

hrane se svakodnevno uniStava (Kumar i sur., 2017.).

P. syringae je aerobna Gram-negativna bakterija (Slika 1.) (Kumar i sur., 2017.). Uzrokuje
bolesti na razli¢itim kulturama, kao §to su krumpir, raj¢ica, duhan, treSnja, vi§nja, marelica,
jasen, hrast i biljke iz porodice Cucurbitaceae (Young, 1991.). Optimalan raspon
temperatura za rast iznosi od 18 do 24 °C (Krizanac i Plavec, 2016.) te visoka vlaznost (Ivi¢,

2019.). Prezivljavaju nepovoljne uvjete na povrSini sjemena, ostacima biljnog tkiva



(Krizanac i Plavec, 2016.). Sire se pomoéu koristene mehanizacije i alata te pomo¢u sustava
za navodnjavanje, a Sirenje zaraze je brze u zasti¢enim prostorima, nego na otvorenom polju

(Krizanac i Plavec, 2016.).

Slika 1. Mikroskopski prikaz bakterije P. syringae

1ZvOr: nttps://microbewiki.kenyon.edufindex.php/Pseudomonas_syringae:_The_Pathogen_and_Epiphyte

P. syringae se opisuje kao lokalno infektivni patogen, a inficira uglavnom nadzemne
dijelove biljaka, kao $to su listovi, stabljike i plodovi (Xin i He, 2013.). Cesto se infekcija
zadrzava unutar nekoliko milimetara od pocetnog mjesta infekcije 1 ne Siri se na druge
dijelove biljaka (Xin i He, 2013.). Zivotni ciklus ovog patogena se odvija u 2 ciklusa koji su
medusobno vremenski i prostorno povezani: pocetna epifitska faza nakon dolaska na
povrsinu zdrave biljke domacéina te ulazak u biljku kroz prirodne otvore ili rane (Xin i He,
2013.). Pri povoljnim okoli$nim uvjetima (npr. kiSa, visoka vlaznost, umjerena temperatura)
se vrlo agresivno razmnozava u osjetljivom domacinu (Xin i He, 2013). Simptomi infekcije
se pojavljuju na listovima u obliku nekroti¢nih pjega (Young, 1991.). Smatra se da je
infekcija izvrSena kroz puci te se dalje Siri u peteljke i stabljike (Young, 1991.). Uzro¢nik je
bakteriozne pjegavosti, uvenulosti zeljastih biljaka te rak-rana i bakterioznog oboljenja
vocaka (Trkulja i sur., 2009.).

Rajcica predstavlja jednu od vaznijih kultura koje se uzgajaju na podrucju Republike

Hrvatske (Krizanac i Plavec, 2016.). Razni abiotski i biotski ¢imbenici utjeCu na prinos
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rajCice. Gospodarski najvaznije bakterioze uzrokuju P. syringae pv. tomato, uzro¢nik
bakterijske pjegavosti rajCice, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria koja uzrokuje
krastavost ploda rajcice te Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, uzro¢nik
bakterijskog venuca (Krizanac i Plavec, 2016.). Simptomi su Cesto prisutni u nasadima, a
razvoj bolesti i stupanj zaraze ovisi o abiotskim ¢imbenicima te razini primarnog inokuluma
(Krizanac i Plavec, 2016.). Simptomi bakterijske pjegavosti se uocavaju u obliku crnih
pjega, promjera oko 2 mm (Krizanac i Plavec, 2016.), okruzene kloroti¢nim prstenom (Ivic,
2019.). Pjege su smjestene uz rub listova, a mogu uzrokovati i deformaciju lisne plojke
(Krizanac i Plavec, 2016.). Pjege se mogu pojaviti kasnije na plodovima i stapkama
(Krizanac 1 Plavec, 2016.).

P. syringae je uzroc¢nik i bakterijske palezi graska (Fondevilla i sur., 2012., cit. Lawyer i
Chun, 2001.) te moze uzrokovati gubitak prinosa i do 70 % (Fondevilla i sur., 2012., cit.
Richardson i Hollaway, 2011.). Hladni i vlazni vremenski uvjeti pospjesuju razvoj bolesti i
njezinom S$irenju. Patogen prodire u domacina kroz ozljede koje mogu biti uzrokovane
mrazom. Kultivari koji su otporniji na mraz su manje podlozni napadu patogena te razvoju
ove bolesti (Fondevilla i sur., 2012.). Simptomi bakterijske palezi na grasku se najcesce
pojavljuju u obliku vodenastih elipti¢nih lezija koje kasnije mijenjaju boju u maslinasto-
zelenu, a zatim nekrotiziraju. TeSka infekcija stabljike moZe uzrokovati smrt biljke
(Fondevilla i sur., 2011.).

P. syringae pv. lachrymans uzrokuje uglatu pjegavost lista na biljkama iz porodice
tikvenjaca (Cucurbitaceae) — krastavac, dinja, bundeva, tikvica. To je najraSirenija
bakterioza koja znatno utjeCe na smanjenje prinosa i kakvo¢u plodova (Plavec, 2019.).
Infekcija se vrsi ulaskom fitopatogena kroz prirodne otvore ili rane. Prvi simptomi se
uocavaju ve¢ na kotiledonima jer se patogen moze $iriti sjemenom. Kasnije, na listovima se
uocavaju prepoznatljive vodenaste pjege koje se s viemenom Sire, a omedene lisnim Zilama
dobivaju uglast oblik, po ¢emu je ova bolest i dobila ime (Plavec, 2019.). Pjege nekrotiziraju
1 ispadaju te list postaje rupicast (Plavec, 2019., cit. Arsenijevi¢, 1997.). Mladi zaraZeni
plodovi tamne, smezuraju se i otpadnu, a na zrelim se javljaju okrugle male pjege. Patogen
je dobio ime po lat. rijeci lacryma — suza zbog bakterijskog eksudata zarazenih dijelova

prljavobijele do svijetlozute boje u obliku suze koji kasnije tamni (Plavec, 2019.).

Uzro¢nik bakterijske palezi ili plamenjace soje je P. syringae pv. glycinea (Vratari¢ i

Sudari¢, 2009.). Najznacajnija je bakterioza ove biljke (Balaz i Acimovi¢, 2008.).



Rasprostranjena je u podru¢jima s umjerenom klimom, a pri povoljnim uvjetima te na
osjetljivim sortama uzrokuje znacajne ekonomske gubitke (Balaz i A¢imovi¢, 2008.). Jaci
napad ove bolesti je u godinama s puno oborina i prohladnim vremenom (Vratari¢ i Sudaric,
2009.). Pojavljuje se u svim fazama rasta i razvoja biljke (Vratari¢ i Sudari¢, 2009.). Na
pocetku vegetacijske sezone moze uzrokovati velike probleme, kao $to je gubitak klijavosti
sjemenja, smanjenje energije klijanja te susenje klijanaca (Balaz i Acimovi¢, 2008.).
Simptomi se uocavaju na nadzemnim dijelovima biljke, listovima, peteljkama, stabljici,
mahunama 1 sjemenu u obliku vodenastih pjega koje nekrotiziraju (Vratari¢ i Sudarié,
2009.). Suzbijanje se vrSi preventivno — agrotehni¢ke mjere i kurativno — primjena

baktericida (Balaz i A¢irovi¢, 2008.).

Trkulja 1 sur. (2009.) uocili su oboljele biljke kruske. Analizom izolata utvrdena je prisutnost
uzroc¢nika infekcije P. syringae pv. syringae van Hal (Trkulja i sur., 2009.). Rasprostranjena
je diljem svijeta, a smatra se najStetnijim patogenom kruske (Trkulja i sur., 2009.). Simptomi
su u vrijeme cvjetanja uoceni u obliku suSenja cvjetova i grancica (Trkulja 1 sur., 2009.). U
pocetnim fazama, cvjetovi poprimaju smedu boju, a razvojem bolesti, cvjetovi, grancice 1
listovi postaju crne boje te se suSe i odumiru (Slika 2.) (Trkulja i sur., 2009.). Kod jace
infekcije dolazi do pucanja i odumiranja kore i suSenja jace inficiranih grana (Trkulja i sur.,
2009.).

Slika 2. Simptomi napada P. syringae pv. syringae na granama kruske

1ZvOr: Trkulja i sur. (2009.) Etioloska prougavanja pojave nekroze cvjetova i mladica kruske u sjeverozapadnom dijelu Bosne i

Hercegovine



P. syringae pv. morsprunorum uzrokuje bakterijski rak na tresnji, a javlja se i na visnji, §ljivi,
a rjede breskvi i marelici (Subi¢, 2016.). Javljaju se promjene na kori primarnih i

sekundarnih grana te pjegavost plodova (Subi¢, 2016.).

P. syringae pv. savastanoi pojavljuje se na deblu i granama masline, ozlijedenih tu¢om,
vjetrom, rezidbom ili kukcima, uzrokujuéi rak masline (Fanuko, 2005.). Za razliku od
starijih, mlade sadnice tesko prezivljavaju napad ove bakterije pri cemu se na mladim

granama prvo uocavaju tamne izrasline raka, a potom se grane suSe (Fanuko, 2005.).

2.4.  Zastita usjeva od bakterioza

Biljne bolesti predstavljaju velik rizik tijekom poljoprivredne proizvodnje zbog moguénosti
nastanka velikih Steta i1 gubitka (Ivi¢, 2014.). Visoki 1 kvalitetni prinosi se postizu kontrolom
bolesti ili njezina uzro¢nika mjerama koje su ucinkovite, ekonomski isplative, stabilne, ali
i drustveno prihvatljive (Ivi¢, 2014.). Smanjenje negativnog utjecaja na zdravlje ljudi i
okolisa, provode se integrirane mjere zaStite bilja (Ivic, 2014.). U njih ubrajamo
agrotehnicke, mehanicke, fizikalne, biotehnicke ili bioloske mjere (Ivi¢, 2014.). Integrirane
mjere zaStite bilja predstavljaju preventivne mjere kojima se osigurava optimalno
zdravstveno stanje biljaka te se smanjuje moguénost nastanka stresa (Trkulja i sur., 2009.).
Zastitna sredstva se upotrebljavaju kada preventivne mjere nisu dovoljne (Bazok 1 sur.,
2020.). Iako posjeduju brojne prednosti, kao §to je visoka ucinkovitost i brzo djelovanje,
njihova upotreba moZze imati i negativne posljedice. Primjena pesticida moze dovesti do
pojave fitotoksinosti i1 rezistentnosti organizama na aktivne tvari (MeSi¢ 1 sur., 2018.),
perzistentnosti, bioakumulacije, neselektivnog djelovanja, ostataka pesticida, poremecaja
prirodne ravnoteze koja dovodi do nastanka novih Stetnih organizama (Bazok i sur., 2020.).
Kako bi se navedeno izbjeglo, potrebno je utvrditi potrebu za primjenom zastitnih sredstava,
optimalan rok za koriStenje, pravilan odabir uéinkovitog sredstva i optimalnu primjenu,

ovisno o vrsti kulture, razvoju bolesti, vremenskim prilikama i drugo (Mesi¢ i sur., 2018.).

Obzirom na posljedice upotrebe zaStitnih sredstava, istrazivaci ispituju moguénost i

ucéinkovitost drugih sredstava, koja nisu $tetna za zdravlje ljudi i stanje okolisa.

Sulfonski derivati su vazna klasa bioaktivnih spojeva koji imaju Sirok spektar djelovanja,

kao S$to je insekticidno, antifungalno, antibakterijsko, herbicidno djelovanje (Xu i sur.,
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2012.). Xu 1 sur. (2012.) su istrazivali uCinkovitost sulfonskih derivata pri suzbijanju
bakterijskog venuca duhana, wuzrokovanog fitopatogenom bakterijom Ralstonia
solanacearum. Sintetiziran je niz derivata, no najboljim se pokazao 2-(etilsulfonil)-5-(4-
fluorofenil)-1,3,4-oksadiazol (Xu isur., 2012.). Pokus je proveden in vitro tubidimetrijskom
metodom i in vivo u stakleni¢kim i poljskim uvjetima (Xu i sur., 2012.). Rezultati su pokazali
kako je navedeni derivat pokazao inhibiciju rasta bakterije od 50 % u koncentraciji od 32,1
ug mL? in vitro, u stakleni¢kim uvjetima u¢inkovitost je bila 85,5 % pri koncentraciji 500
ug mL™, a na polju pri dozi od 405 g aktivne tvari ha! u¢inkovitost je bila 65,3 %, 68,8 % i
71,9 % nakon 7., 14. i 21. dana od tretiranja.

Tang i sur. (2013.) su sintetizirali i ispitivali antibakterijsku aktivnost novih derivata amida
koji sadrze triazolni dio protiv fitopatogene bakterije R. solanacearum. Pri koncentraciji od
200 pug mL* dobrim su se pokazali spojevi N-(4-(3-(2,4-diklorofenil)-3-okso-2-(IH-1,2,4-
triazol-1-il)prop-1-en-1-il)fenil)-5-kloro-2-hidroksibenzamid, N-(4-(3-(2,4-diklorofenil)-3-
okso-2-(IH-1,2,4-triazol-1-il)prop-1-en-1-il)fenil)-3,5-dimetiloenzamid i  N-(4-(3-(2,4-
diklorofenil)-3-okso-2-(IH-1,2,4-triazol-1-il)prop-1-en-1-il)fenil)-2-fluorbenzamid
postizu¢i inhibicijsku stopu od 55 %, 71 % i 65 % (Tang i sur., 2013.).

Liisur. (2015.) su ispitivali antibakterijsko djelovanje derivata 2-merkapto-5-supstituiranog
1,3,4-oksadiazola/tiadiazola protiv fitopatogenih bakterija Xanthomonas oryzae pv. oryzae i
R. solanacearum koje uzrokuju bakterijsku palez rize i bakterijsko venuce rajcice. Pokus je
proveden in vitro koriStenjem turbidimetrijske metode te in vivo u stakleni¢kim uvjetima,
odnosno u poljskom pokusu (Li i sur., 2015.). U oba ispitivanja, najboljim se pokazao 2-
merkapto-5-fenil-1,3,4-tiadiazol. U istom istrazivanju in Vvitro pokusu utvrdeno je
baktericidno djelovanje prema ispitanim bakterijama u koncentraciji od 14.69 i 15.14 ug
mL?, a u poljskom pokusu je pokazao u¢inkovitost od 47,15 % pri koncentraciji od 200 g
mL* prema X. oryzae nakon 15 dana od prvoga tretiranja te 79,07 % ucinkovitosti 13 dana

nakon drugog tretiranja protiv R. solanacearum u koncentraciji od 150 g aktivne tvari ha™.

Jiang 1 sur. (2020.) su dizajnirali, sintetizirali 1 ispitali derivate miricetina koji sadrze
sulfonamidni dio kao antibakterijsko sredstvo protiv X. oryzae pv. oryzae, Xanthomonas
axonopodis pv. citri i R. solanacearum. Istrazivanje je provedeno in vitro turbidimetrijskom
metodom i in vivo (Jiang i sur., 2020.). In vitro pokus je proveden u koncentracijama 50 i
100 pg mL?, a najboljim su se pokazali 3-(4-((1-((3-fluorofenil)sulfonil)piperidin-4-
il)(metil)amino)butoksi)-5,7-dimetoksi-2-(3,4,5-trimetoksifenil)-4H-kromen-4-on sa 4,7 pg
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mL? protiv X. oryzae pv. oryzae i 3-(3-((1-((3-fluorofenil)sulfonil)piperidin-4-
il)(metil)amino)propoksi)-5,7-dimetoksi-2-(3,4,5-trimetoksifenil)-4H-kromen-4-on sa 1,1
Mg mL1 protiv X. axonopodis pv. citri (Jiang i sur., 2020.). In vivo rezultati su pokazali
najbolje djelovanje spoja 3-(4-((1-((3-fluorofenil)sulfonil)piperidin-4-
il)(metil)amino)butoksi)-5,7-dimetoksi-2-(3,4,5-trimetoksifenil)-4H-kromen-4-on pri
koncentraciji od 200 i 100 pg mL™? s u¢inkovitosti od 63,3 % i 58,2 % protiv X. oryzae pv.
oryzae (Jiang i sur., 2020.).

Flavonoidi i izoflavoni predstavljaju vazne prirodne produkte jestivih biljaka (Chen i sur.,
2020.). Kalkon predstavlja gradevnu jedinicu flavonoida i izoflavona te posjeduje niz
bioloskih aktivnosti kao S§to je antibakterijsko, antifungalno, insekticidno, protuupalno,
antiviralno djelovanje (Chen i sur., 2020.). Isti autori su ispitivali in vitro antibakterijsko
djelovanja derivata kalkona s tioeter triazolom u inhibiciji rasta fitopatogenih bakterija X.
oryzae pv. oryzae, R. solanacearum i X. axonopodis pv. citri. Protiv X. oryzae pv. oryzae
najboljim su se pokazali spojevi (E)-1-(2-(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-
iltio)etoksi)fenil)-3-(2-metoksifenil)prop-2-en-1-on,  (E)-1-(2-(2-((4-amino-5-metil-4H-
1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(4-bromofenil)prop-2-en-1-on, (E)-1-(2-(2-((4-amino-
5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(2,4-diklorofenil)prop-2-en-1-on i (E)-1-(4-
(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(tiofen-2-il)prop-2-en-1-on

pri koncentraciji od 100 ug mL* gdje je inhibicija rasta iznosila 64,1 %, 85,9 %, 56,5 % i
56,3 %, Sto je pokazalo bolje rezultate od komercijalnog sredstva Bismerthiazola (47 %)
(Chen i sur., 2020.). Protiv iste bakterije, pri koncentraciji od 50 pg mL™ dobri su se
pokazalispojevi (E)-1-(2-(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(2-
metoksifenil)prop-2-en-1-on, (E)-1-(2-(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-
iltio)etoksi)fenil)-3-(4-bromofenil)prop-2-en-1-on, (E)-1-(2-(2-((4-amino-5-metil-4H-
1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(2,4-diklorofenil)prop-2-en-1-on i (E)-1-(4-(2-((4-
amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(4-klorofenil)prop-2-en-1-on S
inhibicijom rasta od 54,9 %, 76,4 %, 51,4 % i 47,6 %, $to je takoder bolje od kontrolnog

komercijalnog sredstva Bismerthiazola (39,6 %).

Protiv fitopatogene bakterije R. solanacearum pri koncentraciji od 100 pg mL? najbolje
rezultate su  pokazali  spojevi  (E)-1-(2-(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)etoksi)fenil)-3-(4-fluorofenil)prop-2-en-1-on, (E)-1-(2-(2-((4-amino-5-metil-4H-
1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(3-nitrofenil)prop-2-en-1-on, (E)-1-(2-(2-((4-amino-5-
metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(2-metoksifenil)prop-2-en-1-on i (E)-1-(2-(2-
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((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi) fenil)-3-(2,4-diklorofenil)prop-2-en-1-on
s inhibicijom rasta bakterije od 69,5 %, 64,0 %, 65,6 % i 66,9 %, a pri istoj koncentraciji
Bismerthiazol je imao stopu inhibicije od 61,1 % (Chen i sur., 2020.). Pri koncentraciji od
50 pug mL* bolje rezultate od Bismerthiazola (49,5 %) su imali spojevi (E)-1-(2-(2-((4-
amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(3-nitrofenil)prop-2-en-1-on, (E)-1-
(2-(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi) fenil)-3-(2-metoksifenil)prop-2-en-
1-on i (E)-1-(2-(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(4-
bromofenil)prop-2-en-1-on gdje je inhibicija rasta bakterije iznosila 59,3 %, 51,7 % i 54,5
% (Chen i sur., 2020.).

Pri koncentraciji od 100 pg mL™, protiv X. axonopodis pv. citri bolje rezultate od
Bismerthiazola (59,5 %) su pokazali spojevi (E)-1-(2-(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-
triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(2,4-diklorofenil)prop-2-en-1-on,  (E)-1-(4-(2-((4-amino-5-
metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(tiofen-2-il)prop-2-en-1-on, (E)-1-(4-(2-((4-
amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(4-klorofenil)prop-2-en-1-on i (E)-
1-(4-(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(2-klorofenil)prop-2-en-
1-on s inhibicijom rasta od 77,1 %, 71,3 %, 84,1 % i 76,8 % (Chen i sur., 2020.). Pri
koncentraciji od 50 pug mL™? protiv iste bakterije su najbolji bili spojevi (E)-1-(2-(2-((4-
amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(4-fluorofenil)prop-2-en-1-on, (E)-
1-(2-(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(2,4-diklorofenil) prop-

2-en-1-on, (E)-1-(4-(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-(tiofen-2-
il)prop-2-en-1-on i (E)-1-(4-(2-((4-amino-5-metil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etoksi)fenil)-3-
(4-klorofenil)prop-2-en-1-on s inhibicijom rasta bakterije od 63,3 %, 66,0 %, 68,1 % i 72,9

%, a Bismerthiazol je pri istoj koncentraciji imao stopu inhibicije 49,4 % (Chen isur., 2020.).

Fan i sur. (2019.). su ispitali antimikrobnu aktivnost derivata 2-((2-(4-(1H-1,2,4-triazol-1-
ifenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-fenilacetamida protiv fitopatogenih bakterija X. oryzae pv.
oryzae, R. solanacearum i X. axonopodis pv. citri. In vitro pokus turbidimetrijskom
metodom je pokazao kako su spojevi 2-((2-(4-(IH-1,2,4-triazol-1-il)fenil)kinazolin-4-
il)oksi)-N-(2,4-diklorofenil)acetamid i 2-((2-(4-(IH-1,2,4-triazol-1-il)fenil)kinazolin-4-
il)oksi)-N-(3-fluorofenil)acetamid imali najveéu inhibicijsku stopu rasta (84,6 % i 83,4 %)
prema X. oryzae pv. oryzae pri koncentraciji od 100 pg mL™ (Fan i sur., 2019.). Spojevi 2-
((2-(4-(IH-1,2,4-triazol-1-i)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(4-(trifluorometil) fenil)acetamid,
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2-((2-(4-(IH-1,2,4-triazol-1-il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(2-nitrofenil)acetamid, 2-((2-(4-
(IH-1,2,4-triazol-1-il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(3-nitrofenil)acetamid, 2-((2-(4-(IH-
1,2,4-triazol-1-il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(4-metoksifenil)acetamid, 2-((2-(4-(IH-1,2,4-
triazol-1-il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(2,4-difluorofenil)acetamid, 2-((2-(4-(IH-1,2,4-
triazol-1-il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(2,4-diklorofenil)acetamid su pokazali inhibicijsku
stopu rasta od 41.9 %, 39.2 %, 47.6 %, 32.6 %, 32.0 % i 32.8 % pri koncentraciji 100 pg
mL prema X. axonopodis pv. citri (Fan i sur., 2019.). ECso vrijednosti spojeva 2-((2-(4-
(IH-1,2,4-triazol-1-il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-fenilacetamid, 2-((2-(4-(IH-1,2,4-triazol-

1-il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(3-fluorofenil)acetamid, 2-((2-(4-(IH-1,2,4-triazol-1-
il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(4-fluorofenil)acetamid, 2-((2-(4-(IH-1,2,4-triazol-1-
il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(2,4-diklorofenil)acetamid, 2-((2-(4-(IH-1,2,4-triazol-1-
il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(2-nitrofenil)acetamid, 2-((2-(4-(IH-1,2,4-triazol-1-
il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(4-metoksifenil)acetamid, 2-((2-(4-(IH-1,2,4-triazol-1-

il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(2,4-difluorofenil)acetamid i 2-((2-(4-(IH-1,2,4-triazol-1-
il)fenil)kinazolin-4-il)oksi)-N-(2,4-diklorofenil)acetamid je iznosila 55.6, 35.0, 53.2, 36.5,
72.0, 54.4, 79.6 i 32.4 ug mL* prema X. oryzae pv. oryzae §to je znatno bolji rezultat od
kontrolnog sredstva Bismerthiazola &ija ECso vrijednosti iznosi 89,8 ug mL™ (Fan i sur.,
2019.).

Osim navedenih tvari, istrazivaci ispituju i1 djelotvornost derivata kinazolinona kao
potencijalnih novih sredstava za zastitu usjeva od bakterioza (Khodarahmi i sur., 2012., Lv
isur., 2018., Yanisur., 2016., Zhang i sur., 2018., ). Njihova djelotvornost ¢e detaljnije biti

opisana u slijede¢im poglavljima.

Cilj istraZivanja je bio utvrditi djelotvornost osam derivata kinazolinona na rast fitopatogene

bakterije P. syringae in vitro.
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3. MATERIJAL | METODE

U svrhu istrazivanja koristena je fitopatogena bakterija Pseudomonas syringae DSM 50256.
Cista kultura ispitivane bakterije umnoZena je tijekom 48 sati na temperaturi od 27 °C na
hranjivom agaru (Liofilchem, Italija). Derivati kinazolinona su sintetizirani na
Prehrambeno-tehnoloskom fakultetu Osijek (Komar i sur., 2019.). Ispitani su: 3-(4-
bromfenil)kinazolin-4(3H)-on (K1), 2-(4-oksokinazolin-3(4H)-il)benzojeva kiselina (K2),
3-(2,5-dimetoksifenil)kinazolin-4(3H)-on (K3), 3-fenilkinazolin-4(3H)-on (K4), 3-(4-
metoksifenil)-2-metilkinazolin-4(3H)-on  (K5), 2-(7-hidroksi-2-oksokroman-4-il)-N-(2-
metil-4-oksokinazolin-3(4H)-il)acetamid (K6), 3-(4-klorofenil)-2-metilkinazolin-4(3H)-on
(K7), 3-(4-bromfenil)-2-metilkinazolin-4(3H)-on (K8). U nastavku se nalazi prikaz struktura
navedenih derivata kinazolinona (Slika 3 do 10).

o
J

Slika 3. Struktura 3-(4-bromfenil)kinazolin-4(3H)-on (K1)

1ZvOr: Komar i sur., 2019.
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Slika 4. Struktura 2-(4-oksokinazolin-3(4H)-il)benzojeva kiselina (K2)

1ZvOr: Komar i sur., 2019.
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Slika 5. Struktura 3-(2,5-dimetoksifenil)kinazolin-4(3H)-on (K3)

1zZvOr: Komar i sur., 2019.
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Slika 6. Struktura 3-fenilkinazolin-4(3H)-on (K4)

Izvor: Komari sur., 2019.
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Slika 7. Struktura 3-(4-metoksifenil)-2-metilkinazolin-4(3H)-on (K5)

1ZvOor: Komari sur., 2019.
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Slika 8. Struktura 2-(7-hidroksi-2-oksokroman-4-il)-N-(2-metil-4-oksokinazolin-3(4H)-
il)acetamid (K6)

1ZvOr: Komar i sur., 2019.

e

Slika 9. Struktura 3-(4-klorofenil)-2-metilkinazolin-4(3H )-on (K7)

1ZvOr: Komar i sur., 2019.

16



e

Slika 10. Struktura 3-(4-bromfenil)-2-metilkinazolin-4(3H)-on (K8)

Izvor: Komarisur., 2019.

Ucinkovitost derivata kinazolinona utvrdena je dilucijskom metodom odredivanjem
minimalne inhibitorne koncentracije na ispitanu testnu bakteriju. Istrazivanje je provedeno

kroz sterilne mikrotitarske ploce (Slika 11.).

Slika 11. Postavljanje pokusa

lzvor: autor

17



Najveca ispitana koncentracija iznosila je 512 pug mL™. Razrijedena je kroz jazice do 1 pg
mL?. Svaka jazica inokulirana je s testnom bakterijom u koncentraciji koja odgovara 10°
mL?. Rezultati su o¢itani nakon 48 sati inkubacije. Pokus je postavljen u &etiri ponavljanja,

a svi postupci i materijali provedeni su postujuci pravila sterilnosti (Slika 12.).

Slika 12. Postivanje pravila sterilnosti

Izvor: Autor
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4. REZULTATI

Tablica 1. Rezultati istrazivanja uc¢inkovitosti djelovanja derivata kinazolinona (K1) na

testnu bakteriju P. syringae

Koncentracija Kontrola
12 il

[ug mL"]

Porast

+ zabiljezen porast, - nije zabiljezen porast
Tablica 2. Rezultati istrazivanja ucinkovitosti djelovanja derivata kinazolinona (K2) na

testnu bakteriju P. syringae

Koncentracija ; N Kontrola
[ug mL™]

Porast

+ zabiljeZen porast, - nije zabiljeZen porast
Tablica 3. Rezultati istraZivanja uc¢inkovitosti djelovanja derivata kinazolinona (K3) na

testnu bakteriju P. syringae

Koncentracija Kontrola
12 1

[ug mL™]

Porast

+ zabiljezen porast, - nije zabiljeZen porast
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Tablica 4. Rezultati istrazivanja u¢inkovitosti djelovanja derivata kinazolinona (K4) na

testnu bakteriju P. syringae

Koncentracija Kontrola
12 il

[ug mL"]

Porast

+ zabiljezen porast, - nije zabiljeZzen porast

Tablica 5. Rezultati istrazivanja u¢inkovitosti djelovanja derivata kinazolinona (K5) na

testnu bakteriju P. syringae

Koncentracija Kontrola
0 12 il
[ug mL~]

Porast

+ zabiljeZen porast, - nije zabiljezen porast
Tablica 6. Rezultati istraZivanja uc¢inkovitosti djelovanja derivata kinazolinona (K6) na

testnu bakteriju P. syringae

Koncentracija . | Kontrola
[g mL™]

Porast

+ zabiljeZen porast, - nije zabiljeZen porast
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Tablica 7. Rezultati istrazivanja u¢inkovitosti djelovanja derivata kinazolinona (K7) na

testnu bakteriju P. syringae

Koncentracija Kontrola
12 il

[ug mL"]

Porast

+ zabiljezen porast, - nije zabiljezen porast
Tablica 8. Rezultati istrazivanja ucinkovitosti djelovanja derivata kinazolinona (K8) na

testnu bakteriju P. syringae

Koncentracija Kontrola
0 12 il
[ug mL~]

Porast

+ zabiljeZen porast, - nije zabiljezen porast

U istrazivanju nije dokazana inhibicija rasta testne bakterije P. syringae djelovanjem

derivata kinazolinona (Tablica 1. do 8.).
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S. RASPRAVA

Brojni istrazivaci su ispitivali potencijal antibakterijskog i antifungalnog djelovanja derivata

kinazolinona u zastiti bilja.

Brojni fitopatogeni su stvorili probleme u globalnoj trgovini hranom i gospodarskim
usjevima (Liu i sur., 2021.). Kinazolinoni ¢ine najpovlasteniju klasu bioloski aktivnih
heterociklickih spojeva (Radwan 1 Alanazi, 2020.). Zbog svog Sirokog spektra bioloskih
aktivnosti, kinazolioni, prirodnog ili sintetskog podrijetla, poti¢u kemicare na razvoj visoko

selektivnih spojeva sa snaznim farmakoloskim djelovanjem (Radwan i Alanazi, 2020.).

Rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali inhibicijsko djelovanje ispitivanih derivata
kinazolinona u koncentracijama od 1 do 512 pug mL? na rast fitopatogene bakterije P.

syringae.

Bakterije X. axonopodis pv. citri, P. syringae pv. actinidiae, X. oryzae pv. oryzae te virus
mozaika duhana su zbog dugotrajne i Siroke primjene, postali otporni na sredstva za zastitu,
kao $to su bismertiazol, tiadiazol-bakar, ningnanmicin, a njihova niska stopa razgradnje
predstavlja opterecenje za okoli§ (Liu i sur., 2021., cit. Tang i sur., 2013.). Zbog toga je
nastala potreba za ucinkovitim antibakterijskim 1 antivirusnim sredstvima s niskom
toksi¢nosti i ekoloski prihvatljivim (Liu i sur., 2021.). Liu i sur. (2021.) su dizajnirali i
sintetizirali niz derivata miricetina koji sadrze kinazolinonski dio. Rezultati su pokazali
uspjesno antibakterijsko i1 antivirusno djelovanje protiv navedenih patogena. Doslo je do
inhibicije rasta stanica te utjecaja na njihovu morfologiju. Pri koncentraciji 50 pg mL?, na
povriini stanice su nastala oSteéenja, a pri koncentraciji od 100 pug mL™ stanica je bila

uniStena (Liu isur., 2021.).

Yan i sur. (2016.) sintetizirali su derivate kinazolinona koji su sadrzavali 1,2,4-
triazoliltioeterski dio te pokusom in vitro su dokazali antimikrobnu aktivnost protiv
fitopatogenih bakterija X. axonopodis pv. citri i X. oryzae pv. oryzae s vrijednostima ECso
47,6 ug mLt odnosno 22,1 ug mL*. Rezultati derivata kinazolinona su bili bolji u odnosu

na komercijalni baktericid, Bismerthiazol (Yan i sur., 2016.).

Na temelju farmakofornog hibridnog pristupa, sintetizirani su derivati kinazolina koji imaju
1,2,4-triazolni tioeterski dio (Karan i sur., 2021., cit. Fan i sur., 2019.). Fan i sur. (2019.) su

ispitali in vitro njihova antibakterijska i antifungalna djelovanja (Karan i sur., 2021.).
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Sintetizirani spojevi su pokazali snazan inhibicijski u¢inak protiv Gram-negativnih bakterija,
kao $to su X. axonopodis pv. citri, X. oryzae pv. oryzae, R. solanacearum. Sintetizirani
spojevi etil 2-(5-aminol-(kinazolin-4-il)-1H-1,2,4-triazol-3-iltio)acetat i njihovi derivati,
pokazali su istaknutu inhibicijsku aktivnost protiv fitopatogenih bakterija. Ovi spojevi su
pokazali vrijednost ECso od 46,9, 47,81 43,2 ug mL?, dok su prema bakteriji X. axonopodis
pv. citri bili u¢inkovitiji nego trzi$no agrobaktericidno sredstvo Bismerthiazol (56,9 pug mL"
1y (Karan i sur., 2021., cit. Fan i sur., 2019.).

Ispitana je inhibicijska ucinkovitost 2-supstiuiranih-(3-piridil)-kinazolinona prema
bakterijama X. oryzae pv. oryzae, X. axonopodis pv. citri i R. salanacearum in vitro
koriStenjem turbidimetrijske metode (Zhang i sur., 2018.). Ispitano je trinaest spojeva, a
rezultati su pokazali veéu antibakterijsku aktivnost prema X. axonopodis pv. citri i R.
salanacearum, nego X. oryzae pv. oryzae (Zhang i sur., 2018.). U inhibiciji rasta X.
axonopodis pv. citri dobrim su se pokazali spojevi 6-klor-3,8-dimetil-2-(2-(4-
metilpiperazin-1-il)piridin-3-il)kinazolin-4(3H)-on i 2-(2-(butilamino)piridin-3-il)-6-kloro-
3,8-dimetilkinazolin-4(3H)-on pri koncentraciji od 200 pg mL* sa stopom inhibicije od 74,1
% 173,5 % Sto je usporedivo s kontrolnim sredstvom Bismerthiazolom koji je pokazao stopu
inhibicije 72,0 % (Zhang i sur., 2018.). Protiv iste bakterije, najboljim su se pokazali spojevi
2-(2-((2-aminoetil)amino)piridin-3-il)-6-kloro-3,8-dimetilkinazolin-4(3H)-on i  2-(2-
(benzilamino)piridin-3-il)-6-kloro-3,8-dimetilkinazolin-4(3H)-on (Zhang i sur., 2018.). Pri
koncentraciji od 200 pg mL™* su pokazali stopu inhibicije od 94,0 % i 90,0 %, a znatno veéu
inhibiciju (75,4 % i 68,9 %) od Bismerthiazola (52,1 %) pri koncentraciji od 100 pug mL*
(Zhang i sur., 2018.). Protiv R. salanacearum najboljim su se pokazali spojevi 2-(2-
(benzilamino)piridin-3-il)-6-kloro-3,8-dimetilkinazolin-4(3H)-on i 6-kloro-2-(2-
(cikloheksilamino)piridin-3-il)-3,8-dimetilkinazolin-4(3H)-on pri koncentraciji od 200 g
mL* sa stopom inhibicije rasta od 86,5 % i 79,7 %, $to je bolje od kontrole Bismerthiazola

¢ija je inhibicija iznosila 72,1 % (Zhang i sur., 2018.).

Lv i sur. (2018.) su proveli sintezu i in vitro istrazivanje turbidimetrijskom metodom
antimikrobnog djelovanja derivata kinazolin-4(3H)-ona koji sadrze 1,2,4-triazolo[3,4-
b][1,3,4]tiadiazolni dio u suzbijanju bakterija X. oryzae pv. oryzae, X. axonopodis pv. Citri i
R. salanacearum. Za kontrolu tretmana koristeni su komercijalni baktericidni pripravci
Bismerthiazol i Thiodiazol bakar (Lv i sur., 2018.). Spojevi 3-((6-(2,4-diklorofenil)-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-il)metil)kinazolin-4(3H)-on,  3-((6-(2-nitrofenil)-
[1,2,4] triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-il)metil)kinazolin-4(3H)-on, 3-((6-(3-nitrofenil)-
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[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-il)metil)kinazolin-4(3H)-on i 3-((6-(2-aminofenil)-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-il)metil)kinazolin-4(3H)-on su pokazali inhibicijsku
stopu rasta preko 90 % pri koncentraciji od 100 ug mL™ prema X. oryzae pv. oryzae §to je
znacajno uspjesnije od kontrole Bismerthiazola (52,8 %) (Lv i sur., 2018.). Inhibitorno
djelovanje (89,2 % i 99,4 %) prema X. axonopodis pv. citri su pokazali spojevi 3-((6-fenil-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-il) metil) kinazolin-4(3H)-on i 3-((6-(2-fluorofenil)-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-il)metil) kinazolin-4(3H)-on pri koncentraciji od 100
ug mL?, dok je inhibicija kontrole iznosila 68,5 % (Lv i sur., 2018.). Dilucijskom metodom
je utvrden ECso spojeva 3-((6-(2,4-diklorofenil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-
il)metil)kinazolin-4(3H)-on,  3-((6-(2-nitrofenil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-
il)metil)kinazolin-4(3H)-on,  3-((6-(3-nitrofenil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-
il)metil)kinazolin-4(3H)-on i 3-((6-(2-aminofenil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-
il)metil)kinazolin-4(3H)-on koji iznosi 28,2, 34,8, 41,5 i 42,5 ug mL™* prema X. oryzae pv.
oryzae, dok je ECso spojeva 3-((6-fenil-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-
il)metil)kinazolin-4(3H)-on i 3-((6-(2-fluorofenil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-
il)metil)kinazolin-4(3H)-on iznosio 29,5 i 20,7 ug mL™* prema X. axonopodis pv. citri, dok

je kontrola Bismerthiazolom iznosila 53,8 pg mL* (Lv i sur., 2018.).

Khodarahmi i sur. (2012.) sintetizirali su derivate kinazolinona te su ispitivali njihovu
ucinkovitost u suzbijanju bakterija S. aureus PTCC 1337, B. subtilis PTCC 1023, Listeria
monocytogenes PTCC 1165, E. coli PTCC 1338, P. aeruginosa PTCC 1074, Salmonella
enteritidis PTCC 1091 te gljiva C. albicans PTCC 5027, Aspergillus niger PTCC 5021 i A.
flavus PTCC 5003. Spojevi 1,2,3,4-tetrahidropiridazino[6,1b]kinazolin-10-on, 2,3-
dihidropirolo[2,1-b]-kinazolin-9(1H)-on  (deoksivasicinon) i  3-dihidropirazolo[5,1-
b]kinazolin-9(1H)-on su pokazali najveéu aktivnost protiv B. subtilis pri koncentracijama 32
i 64 pg mL* (Khodarahmi i sur., 2012.). Spojevi 2-(4-kloro-butanamido)-benzojeva kiselina
i 2-(3-kloropropanamido)benzojeva Kkiselina, sa slobodnom karboksilnom Kkiselinom i
atomom klora na kraju bo¢nog lanca, su pokazali dobru aktivnost protiv P. aeruginosa pri
koncentraciji od 32 pg mL? (Khodarahmi i sur., 2012.). Svi spojevi su imali bolje
bakteriostaticno nego baktericidno djelovanje (Khodarahmi i sur., 2012.). Svi ispitani
spojevi su imali dobru aktivnost protiv C. albicans i A. niger, no medu njima se isti¢u spojevi
1,2,3,4-tetrahidropiridazino[6,1b]kinazolin-10-on i  3-amino-2-(3-etoksi-etil)kinazolin-

4(3H)-on koji su imali bolje djelovanje pri koncentraciji od 32 i 64 ug mL? (Khodarahmi i
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sur., 2012.). Takoder, svi ispitani spojevi su pokazali bolje fungistaticno nego fungicidno

djelovanje (Khodarahmi i sur., 2012.).

Nangare i sur. (2021.) su zbog bioloske aktivnosti sintetizirali derivat 4-(substituiranog
anilina)kinazolin.  Sintetizirani  spoj  N-4-(4-bromo-2-nitrofenilamino)kinazolin-6-
il)acetamid je pokazao snazno antifungalno djelovanje protiv Fusarium moniliforme u
usporedbi sa standardnim fungicidom grizeofulvinom (Karan i sur., 2021., cit. Nangare i
sur., 2021.).

Du i sur. (2021.) istrazivali su fungicidno djelovanje petnaest derivata kinazolin-4(3H)-ona
koji sadrze 1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidin. Dizajnirani su, sintetizirani i ocijenjeni kao
antimikrobna sredstva u poljoprivredi (Du i sur., 2021.). Navedeni spojevi su ispitivani
protiv fitopatogenih gljiva Gibberella zeae, Verticillium dahliae i Sclerotinia sclerotiorum
prate¢i njihov micelarni porast. Spojevi su pokazali izrazitu antifungalnu aktivnost u
koncentracijama 100 i 50 pg mL* (Du i sur., 2021.). Spojevi 3-(2-((7-((2,4-
difluorofenil)amino)-5-metil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-2-il)tio)etil)kinazolin-4(3H)-

on i 3-(2-((7-((2,5-dimetoksifenil)amino)-5-metil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-2-
iltio)etil)kinazolin-4(3H)-on su pokazali stopu inhibicije od 34,0 % i 23,4 % protiv V.
dahliae (Du i sur., 2021.). Molekularna struktura spoja 3-(2-((7-((4-fluorofenil)amino)-5-
metil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-2-il)tio)etil)kinazolin-4(3H)-on je jasno potvrdena
analizom difrakcije rendgenskih zraka na kristalu (Du i sur., 2021.). Spojevi 3-(2-((7-((2,4-
difluorofenil)amino)-5-metil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-2-il)tio)etil)kinazolin-4(3H)-

on i 3-(2-((7-((2,5-dimetoksifenil)amino)-5-metil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-2-
iltio)etil)kinazolin-4(3H)-on su pokazali in vitro metodom, bolju antibakterijsku aktivnost
protiv X. oryzae od kontrolnog sredstva bismertiazola (Du i sur., 2021.). Ovim istrazivanjem
je dokazan potencijal kinazolin-4-ona koji sadrze 1,2,4-triazolo[1,5-a]pirimidin kao

obecavajuce spojeve za razvoj ucinkovitih sredstava u zastiti bilja (Du 1 sur., 2021.).

Lvisur. (2018.) su istrazivali potencijalni antifungalni u¢inak niza derivata kinazolin-4(3H)-
ona koji sadrze 1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazolni dio. Ispitivanje je provedeno na Sest
fitopatogenih gljiva: Botrytis cinerea Pers., Phytophthora infestans, V. dahliae, Cytospora
mandshurica, G. zeae i Gloeosporium fructigenum metodom mjerenja micelarnog rasta (Lv
i sur., 2018.). Od sintetiziranih 25 derivata, samo su spojevi 3-((6-(3-nitrofenil)-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-il)metil)kinazolin-4(3H)-on, 3-((6-(3-
(trifluorometil)fenil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-il)metil)kinazolin-4(3H)-on,
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3-((6-(4-(trifluorometil)fenil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-il)metil)kinazolin-
4(3H)-on, 3-((6-(2-hidroksifenil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-il)metil)kinazolin-
4(3H)-on i 3-((6-(3-hidroksifenil)-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-3-
il)metil)kinazolin-4(3H)-on pokazali fungicidno djelovanje sa >78 % pri koncentraciji od 50
pg mL? (Lv i sur., 2018.).

Uz antibakterijsku i antifungalnu djelotvornost, ispitana je i insekticidna djelotvornost
Cetrnaest spojeva kinazolinonil-3-laktami/kinazolinoni i bis(kinazolinonl-R-laktami) (Reddy
i sur., 2010.). Ispitana je antifungalna ucinkovitost protiv Fusarium oxysporum i
Macrophomina sorgina, antibakterijsko djelovanje protiv Gram-negativne bakterije E. coli
I Gram-pozitivne bakterije S. aureus, te insekticidno djelovanje prema Stetniku Achaea
janata. Kao i u ovom istrazivanju, Reddy i sur. (2010.) nisu utvrdili antibakterijsko
djelovanje ispitivanih spojeva. Spoj 2-klorometil-3-metil-4(3H)-kinazolinon je pokazao 83
% antifungalno djelovanje protiv obje gljive u koncentraciji 50 pg/disk, a spoj 3'-acetamido-
6'-kloro-3-metil-2,2'-bis-4(3H)-kinazolinon 70,25 % protiv gljive M. sorgina u koncentraciji
od 25 pg/disk (Reddy i sur., 2010.). Svi ispitani spojevi su pokazali umjereno do dobro
djelovanje u sprje¢avanju hranjenja $tetnika u koncentraciji 200 do 6,25 pug cm?, dok se
snaznim sredstvom smatra spoj 3,3'-dimetil-4,4"-[N,N'-dikloroacetil-N,N'-bis((3-metil-
4(3H)-kinazolin-on-2-il)metil)Jdiaminobifenil sa 66,25 % uc¢inkovitosti u koncentraciji 6,25
pg cm? (Reddy i sur., 2010.).
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6. ZAKLJUCAK

Tijekom uzgoja, biljke su podlozne djelovanju abiotskih i biotskih ¢imbenika koji
nepovoljno utjeCu na njihov rast i razvoj. Kako bi ih zastitili, poljoprivredni proizvodaci
koriste velike koli¢ine mineralnih gnojiva i sredstava za zastitu bilja. U posljednje vrijeme,
sve je viSe istrazivanja vezanO za utjecaj agrokemikalija na okoli§ pri ¢emu je ustanovljen
utjecaj na oneciscenje tla, zraka i vode. Potrebno je pronac¢i nova sredstva i aktivne tvari koje
ne ostavljaju negativne posljedice za okolis, a u¢inkovito suzbijaju patogene organizme. U
medicini su vrSena brojna istraZivanja o utjecaju kinolina 1 kinazolinona. Dokazana su
njihova brojna djelovanja, kao S$to je antibakterijsko, antifungalno, antiviralno,
antikancerogeno, protuupalno, antimalarijsko, antiritmi¢ko djelovanje. To je potaknulo
istrazivanja 0 potencijalnom djelovanju kinazolinona u suzbijanju fitopatogenih organizama.
Provedena su uspjeSna istrazivanja u kojima derivati kinazolinona uspjes$no sudjeluju u
zaStiti bilja protiv brojnih bakterija 1 gljiva. U ovom istrazivanju ispitani derivati
kinazolinona nisu pokazali inhibitorno djelovanje na rast fitopatogene bakterije P. syringae.
Potrebna su daljnja istrazivanja novih u¢inkovitijih derivata kinazolinona koja bi uspjesnije

inhibirala rast uzro¢nika bakterijskih biljnih bolesti.
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8. SAZETAK

Fitopatogene bakterije uzrokuju velike Stete u poljoprivrednoj proizvodnji. Rezistentnost
uzrocnika bolesti na zastitna sredstva te toksican uc¢inak istih, ukazuje na potrebu za novim
ucinkovitijim sredstvima bez utjecaja na okolis. Derivati kinazolinona imaju niz bioloskih
aktivnih djelovanja poput antibakterijskog, antiviralnog, antifungalnog kao i drugih
farmakoloskih djelovanja. Cilj istrazivanja je bio utvrditi djelotvornost osam derivata
kinazolinona na rast fitopatogene bakterije Pseudomonas syringae. Rezultati istrazivanja
nisu pokazali inhibitorno djelovanje ispitanih derivata u in vitro uvjetima. Potrebna su
daljnja istrazivanja u pronalasku ucinkovitijin derivata kinazolinona antibakterijskog

djelovanja kao potencijalnih novih sredstava za zastitu bilja.

Kljucne rijeci: biopesticidi, antibakterijska djelotvornost, bioloska aktivnost, zastita okoliSa
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9. SUMMARY

Phytopathogenic bacteria cause great damage in agricultural production. Resistance of
pathogens to protective agents and their toxic effect indicates the need for new and more
effective means without affecting the environment. Quinazolinone derivatives have a
number of biologically active effects such as antibacterial, antiviral, antifungal and other
pharmacological effects. The aim of the study was to determine the efficacy of eight
quinazolinone derivatives on the growth of the phytopathogenic bacterium Pseudomonas
syringae. The results of the study did not show the inhibitory effect of the tested derivatives
in vitro. Further research is needed to find more effective quinazolinone derivatives with

antibacterial activity as potential new plant protection products.

Key words: biopesticides, antibacterial efficacy, biological activity, environmental

protection
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