Utjecaj derivata kinazolinona na predstavnike
korisnih bakterija tla

Smolci¢, Domagoj

Master's thesis / Diplomski rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj:
Josip Juraj Strossmayer University of Osijek, Faculty of Agrobiotechnical Sciences Osijek /
SveuciliSte Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Fakultet agrobiotehnickih znanosti Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:151:102608

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-12-20

Fakultet “ Repository of the Faculty of Agrobiotechnical

agrobiotehniékih Sciences Osijek - Repository of the Faculty of
Agrobiotechnical Sciences Osijek

‘ P Repository / Repozitorij:

znanosti Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:151:102608
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.fazos.hr
https://repozitorij.fazos.hr
https://repozitorij.fazos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pfos:4138
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/pfos:4138
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pfos:4138

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU

FAKULTET AGROBIOTEHNICKIH ZNANOSTI OSIJEK

Domagoj Smolc¢i¢

Diplomski studij Ishrana bilja i tloznanstvo

UTJECAJ DERIVATA KINAZOLINONA NA PREDSTAVNIKE
KORISNIH BAKTERIJA TLA

Diplomski rad

Osijek, 2024.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU

FAKULTET AGROBIOTEHNICKIH ZNANOSTI OSIJEK

Domagoj Smolc¢i¢

Diplomski studij Ishrana bilja i tloznanstvo

UTJECAJ DERIVATA KINAZOLINONA NA PREDSTAVNIKE
KORISNIH BAKTERIJA TLA

Diplomski rad

Povjerenstvo za ocjenu i obranu diplomskoga rada:

1. prof. dr. sc. Vesna Rastija, predsjednik
2. prof. dr. sc. Gabriella Kanizai Sari¢, mentor

3. izv. prof. dr. sc. Dejan Agié, ¢lan

Osijek, 2024.



Contents

LU UVOD ettt b bttt 1
2. PREGLED LITERATURE ....ooitiiiiiiie ettt 2
2.1. Odrziva poljoprivreda — poOKretat Promjena ..........cueerveeriveerueereeerreenieesieeseeesieesnes 2
2.2. Kinazolinoni i njihova bioloska aktivioSt ..........cceveriiiiiiiiiiiiic e 4
2.3. Znacaj mikroorganizama tla ............ccccooiiiiiiiiiii 9
2.4. Znacajke korisne bakterije BaCillus MyCOIUES .........cccoviiiiiiiiiiiieiiie e 10
2.5. Znacajke korisne bakterije Bradyrhizobium japonicum...........ccccvoveiveiiieniienninn. 12
3. MATERIJAL I METODE ......cciiiiiiiiiieit ettt 16
A REZULTAT ottt ettt ettt ettt 18
5. RASPRAV A ettt s 22
6. ZAKLIUCAK ..ottt 25
7. POPIS LITERATURE ..o 26
8. SAZETAK ...t 32
9. SUMMARY .t 33
10. POPIS SLIKA ..t 34
11 POPIS TABLICA ..ot 35

TEMELIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

BASIC DOCUMENTATION CARD



1. UvOD

Prema vecini procjena, struc¢njaci predvidaju kako ¢e svjetska populacija dosegnuti 9,6
milijardi ljudi do 2050. godine. Kako bi se zadovoljile potrebe brzo rastué¢e populacije
proizvodnja hrane morala bi se povecati za 70 % . Stoga, postaje sve izrazenija potreba za
ozbiljnijom reorganizacijom u poljoprivrednom sektoru kako bi se osigurao prehrambeni
sustav sposoban odgovoriti na izazove rastuéeg svjetskog stanovniStva. U sustini,
poljoprivredna proizvodnja mora se preusmjeriti s konzervativno industrijsko -
prehrambenog sustava, koji je obiljeZio proizvodnju hrane u proslim stolje¢ima, na odrzivu
poljoprivrednu proizvodnju. Odrziva poljoprivreda definirana je kao ,ucinkovita
proizvodnja sigurnih, visokokvalitetnih poljoprivrednih proizvoda, na nacin koji Stiti 1
poboljsava prirodni okoli§, drustvene i ekonomske uvjete poljoprivrednika, njihovih
zaposlenika i lokalnih zajednica, te Cuva zdravlje i dobrobit svih uzgajanih vrsta”
(Buckwell i sur., 2015.). Implementacija odrzive proizvodnje na Sirokoj razini kontinuiran
je proces koji zahtijeva neprekidnu optimizaciju, prevladavanje postojecih i novonastalih
barijera i prepreka te aktivho pronalazenje novih nafina i metoda za poboljSanja
proizvodnje (Jastrzebska i sur., 2022.). Jedan od nadina implementacije principa odrzive
poljoprivrede je primjena korisnih mikroorganizama koji ili ve¢ postoje u nekom tlu ili se
implementiraju u tlo ili na biljku i tako pozitivno utjecu na rast i razvoj biljaka. Oni biljku
Cine izdrzljivijom i snaznijom te na prirodan nacin biljci opskrbljuju esencijalne uvijete za
rast i razvoj. Primjeri takvih mikroorganizama su korisne bakterije u tlu Bacillus mycoides
i Bradyrhizobium japonicum te ¢e iste biti opisane i ispitane u ovom radu. Isto tako,
kinazolinoni, oksidirani kinazolini, obe¢avaju¢i su spojevi sa Sirokim rasponom bioloskih
aktivnosti. U farmaceutskom podruéju, Kinazolinoni su gradivni elementi vise od 150
prirodno prisutnih alkaloida izoliranih iz razli¢itih biljaka, mikroorganizama 1 Zivotinja
(Alsibaee i sur., 2023.). Znanstvenici pokazuju kontinuirani interes za ovu skupinu spojeva
zbog njihove stabilnosti i relativno jednostavnih metoda pripreme (Alsibaee i sur., 2023.).
Derivati prije spomenutih kinazolinona imaju veliki neistrazeni potencijal u podrucju
agrobiotehnickih znanosti zbog kojeg znanstvenici svoja istraZivanja usmjeravaju ka
ispitivanju njihovog utjecaja u razli¢itim sferama poljoprivredne proizvodnje. Stoga, svrha
ovog istrazivanja je prikazati na koji nacin derivati kinazolinona utjecu na predstavnike

korisnih bakterija u tlu.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Odrziva poljoprivreda — pokreta¢ promjena

Konvencionalna poljoprivreda suocava se ili sa smanjenjem proizvodnje ili s pove¢anjem
troSkova proizvodnje, ili s oboje. Uzgoj monokultura, poput pSenice, na istom tlu dovodi
do iscrpljivanja povrsinskog sloja tla, smanjenja plodnosti tla, zagadenja podzemnih voda i
inhibicije rasta korisnih mikroorganizama te zivotinjskog svijeta, ¢ine¢i usjev osjetljivim
na Stetnike i patogene. Sve veca koli¢ina gnojiva i pesticida, kao i energetski zahtjevi za
obradom tla te rastu¢i troskovi navodnjavanja, predstavljaju klju¢ne probleme. lako su
konvencionalne metode omogucile veliki porast prinosa usjeva, te visoke prihode u
pocetku svoje primjene, nisu se pokazale kao idealan pristup za buduénost (Singh i sur.,
2011.)

Dok je konvencionalna poljoprivreda vodena gotovo isklju¢ivo produktivnoscu i profitom,
pojam "odrziva poljoprivreda" definiran je kao Sveobuhvatna integracija bioloskih,
kemijskih, fizikalnih, ekoloskih, ekonomskih i druStvenih znanosti za razvoj novih
poljoprivrednih praksi koje su sigurne i ne degradiraju nas okoli$ (Lichtfouse i sur., 2009.)
Odrziva poljoprivreda moze ukljucivati dva glavna pristupa, lokalni i sveobuhvatni
pristup. Prvi pristup promatra poljoprivredni sustav kao zatvorenu cjelinu, kojom se
poljoprivreda treba odrzati kroz dugo vremensko razdoblje Stite¢i svoje proizvodne
resurse, npr. o¢uvanje plodnosti tla, zastita zalihe povrSinskih i podzemnih voda, razvoj
obnovljivih izvora energije 1 pronalaZzenje rjeSenja za prilagodbu poljoprivrednih sustava
klimatskim promjenama. Drugi pristup ima S$ire ciljeve i ne razdvaja ruralna od urbanih
podrucja, posSto poljoprivreda mora doprinijeti odrzivosti velikih podrucja 1 drustvenih

zajednica (Semida i sur., 2019.)

Isto tako, odrzivost uklju¢uje nove poljoprivredne metode za zastitu okoliSa, ocuvanje
prirodnih resursa, smanjenje upotrebe kemijskih spojeva i promicanje financijske
neovisnosti. Suzivot i sklad s poljoprivredom zapravo je ekonomska i ekoloska nuznost.
Dakle, napredak treba ocjenjivati kombinacijom kvalitativnih i kvantitativnih Kriterija i

ucinaka razvoja poljoprivrede na drusStvene, ekoloske i zdravstvene aspekte.



Odrzivi poljoprivredni okvir koji je nedjeljiv dio ruralnog razvoja zapravo je ekoloski
besprijekoran, financijski i ekonomski razuman, te drustveno adekvatan (Singh i Mondal,

2017.).

Sadiq i suradnici (2024.) govore kako je od kljucne vaznosti ispitivanje i procjena
definiranih pristupa osmi$ljenih za povecanje odrzivosti poljoprivrede posebno onih koji
imaju naglasak na ekosustav. Ovi pristupi, prikazani nac¢elima s ekoloskim, ekonomskim i
druStvenim ciljevima, razvili su se tijekom vremena ili kao metodoloski pristupi npr.
agroekologija ili odrzivo inteziviranje proizvodnje ili su im od samog pocetka prioriteti u

programima politike npr.sekvestracija ugljika.

Intenziviranje poljoprivrede klju¢no je za ispunjavanje zahtjeva rastuce ljudske populacije,
s ciljem povecéanja u¢inkovitosti koriStenja resursa uz minimalni utjecaj na okolis (Pretty i
sur., 2011.). Odrzivo intenziviranje proizvodnje usmjereno je ka poticanju poljoprivredne
proizvodnje bez Stetnog utjecaja na okoli§ ili prenamjene nepoljoprivrednog zemljista.
Ukljucuje strategije usmjerene na proizvodnju vise hrane uz o¢uvanje ekosustava i jacanje
otpornosti na klimatske promjene (Garnett i sur., 2013.). Intenziviranje obi¢no znaci vecu
proizvodnju po jedinici inputa, ali to moze dovesti do smanjenih prihoda ako nije
uravnotezeno s optimizacijom drugih inputa (Tilman i sur., 2011.). Odrzivo intenziviranje
proizvodnje rjesava to poboljSanjem ucinkovitosti svih inputa i razmatranjem kompromisa
prije intenzifikacije (Pretty i sur., 2011.). Prakse kao $§to su upravljanje tlom i vodom,
poboljSanje i ocCuvanje bioraznolikosti i ucinkovitije koriStenje zemljista pridonose
odrzivom intenziviranju uz istovremeno smanjenje utjecaja na okoli§ (Tilman i sur., 2011.;

Pretty i sur., 2011.; Garnett i sur., 2013.).

Integrirana kontrola stetnika uspjes$no je razraden model u upravljanju Stetnicima, koji je
razvijen kako bi promjenio praksu kontrole Stetnika u recentnom dobu. Takav model
naglasava uravnotezen pristup uzimajuci u obzir ekonomsku odrzivost, sigurnost okolisa 1
drustvenu prihvatljivost za postizanje odrzive proizvodnje i globalne sigurnosti hrane (Gurr
i sur., 2017.). lzmjenjeni model ukljucuje temeljna nacela kao §to su monitoring i pragovi
odlu¢ivanja, smanjuju¢i upotrebu pesticida integracijom bioloSkih, kulturoloskih,
mehanickih, fizi¢kih i kemijskih procesa na odrziv nacin kako bi se smanjili ekonomski,
zdravstveni i ekoloski rizik (Birkett i sur., 2018.). Cilj modela je uskladiti ga s trenutnim
globalnim trendovima proizvodnje hrane, obrascima potrosnje te ekoloskim i druStvenim

razmatranjima (Gurr sur., 2017.). Model ukljucuje koristenje razli¢itih strategija za



suzbijanje Stetnika kako bi dopunio, smanjio ili zamjenio sinteticke pesticide, ukljucujuci
istovremeno upravljanje i integraciju strategija, redovito pracenje Stetnika i prirodnih
neprijatelja te koristenje pragova odlucivanja (Hoddle, 2017.) Ovaj pristup ne samo da
smanjuje upotrebu sinteti¢kih pesticida, ve¢ takoder pobolj$ava odrZivost na farmi i izvan
nje, Stedi novac poljoprivrednicima uz ocuvanje vrijednosti ekosustava (Birkett i sur.,
2018.; Gurr i sur., 2017.). Provedbom prakticnih i jeftinih poljoprivrednih mjera s
minimalnim remecenjem ekosustava, ovaj model osigurava odrzivu poljoprivrednu
proizvodnju, §to ga ¢ini dokazanom strategijom za borbu protiv problema sa $tetnicima bez
nepotrebne uporabe pesticida (Hoddle, 2017.). Oslanja se na trenutne, temeljite podatke o
zivotnim ciklusima i interakcijama Stetnika kako bi se uspostavili pragovi djelovanja prije

provedbe intervencija kontrole Stetnika (Birkett i sur., 2018; Gurr i sur., 2017.).

Takve metode znanstvenike poti¢u na pronalazak novih na¢ina djelovanja u poljoprivredi
kako bi ocuvali bioraznolikost i zastitili okoli§ od daljnje degradacije. Kinazolinoni i
njihovi derivati, zbog svoje bioloske aktivnosti, Spojevi su koji se ve¢ nekoliko desetljeca
proucavaju u sklopu medicine, farmakologije i farmaceutske industrije, a u zadnjem
desetlje¢u njihova se bioloska aktivnost ispituje i u zastiti bilja u okviru agrobiotehni¢kih

znanosti.

2.2. Kinazolinoni i njihova bioloska aktivnost

Kinazolini su heterocikli¢ni spojevi koji sadrze dusik i sastoje se od benzenskog prstena
spojenog s pirimidinskim prstenom (Alsibaee i sur., 2023.). DuSik prisutan u
heterocikli¢nim spojevima pokazuju razli¢ite bioloske aktivnosti zbog prisustva u mnogim
prirodnim sredinama. Prirodni i umjetni kinazolini zanimljivo su podrucje istrazivanja
zbog svojih raznolikih farmakoloskih aktivnosti: protuupalne, antikancerogene,
imunotropne, hipolipidske, antitrombocitne, antifungalne, antimikrobne i antikonvulativne
aktivnosti (Mahato i sur., 2011.). U farmaceutskom podrucju, kinazolinska skupina se
smatra "privilegiranom strukturom" za razvoj lijekova. Stovise, kinazolinoni su gradivni
blokovi viSe od 150 prirodnih alkaloida izoliranih iz razli¢itih biljaka, mikroorganizama 1

zivotinja (Mahato i sur., 2011.).



Stefan Niementowski je prvi sintetizirao kinazolinone (Radwan i Alanazi, 2020.). Prva
zabiljezena sinteza kinazolinona bila je 1989. godine i poznata je kao Griessova sinteza.
Prvi korak je kondenzacija antranilne kiseline i cijanida u etanolu kako bi se dobio 2-
etoksi-4(3H)-kinazolinon. Ovaj korak se nastavlja reakcijom s amonijakom kako bi se
dobio 2-amino-4(3H)-kinazolinon ili reakcijom sa vodom kako bi se dobio 2,4(1H,3H)-
kinazilindion (Mahato i sur., 2011.).

Kinazolinoni nastaju spajanjem benzenskog prstena s pirimidin-2-onom (1), pirimidin-4-
onom (2) ili pirimidin-2,4-dionom (3) (Radwan i Alanazi, 2020.). Kinazolinoni se
klasificiraju prema poziciji oksi grupe u tri tipa: kinazolin-2(1H)-on, kinazolin-4(3H)-on ili
kinazolin-2,4(1H,3H)-on. (Slika 1.).

0 0
\j‘\\ NH i*
2
(1) (2) (3)

Slika 1. Klasifikacija kinazolinona prema polozaju kisika na pirimidinskom prstenu

Izvor: (Radwan i Alanazi, 2020.)

Sinteza po Niementowskom (Slika 2.) jednostavna je i laka metoda za sintezu 4-(3H)
kinazolinona kondenzacijom antranilne kiseline s kiselim amidima. Nastaje zagrijavanjem
antranilne kiseline u otvorenoj posudi s viskom formamida pri 120 °C. Reakcija ukljucuje
eliminaciju vode, a nastavlja se preko o-amidobenzamidnog intermedijera. Ova metoda je
modificirana koristenjem tehnika mikrovalnog zracenja kako bi se povecala koli¢ina i
smanjilo vrijeme reakcije. Kinazolinon 2-metil-4-(3H(-kinazolinon) sintetizira se
zagrijavanjem uretana i acetanilida tri sata s fosfornim pentoksidom u toluenu (Tiwary i
sur., 2015.)
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Slika 2. Niementowski sinteza
Izvor: (Alsibaee i sur., 2023.)

Kinazolinoni i njihovi derivati ¢ine vaznu klasu heterociklickih spojeva koji zauzimaju
vazno mjesto u medicinskoj kemiji. Pokazalo se da prirodni kinazolinoni pokazuju razlicite
farmakoloske aktivnosti koje su navedene u prijasnjem tekstu. Brojni lijekovi razvijeni su
iz prirodnih izvora, a prirodni spojevi su glavni izvor kandidata za lijekove. Osim prirodnih
proizvoda, mnogi derivati Kkinazolinona posjeduju farmakoloske aktivnosti nakon
modifikacije njihovih struktura, a oni mogu predstavljati vaznu platformu za dizajniranje
novih lijekova (He isur., 2017.)

Novi 3-supstituirani derivati kinazolin-4(3H)-ona i 3,4-dihidro-kinazolin-2(1H)-ona
objavljeni su kao antitumorski spojevi 2-[2-(4-klorofenil)-2-okso-etiltio] -3-(4-
metoksifenil)kinazolin-4(3H) on (1) i 3-(4-klorofenil)-2-[2-(4-metoksifenil)-2-okso-

etiltio]kinazolin-4(3H)-on uspjesno pomazu u lije¢enju tumora (Gawad i sur., 2010.)

Epilepsija je definirana kao kroni¢ni neuroloSki sindrom i obiljezena neuronskim
aktiviranjem. Epilepsija se ne moze izlijeciti, ali u 70 % slucajeva se moze kontrolirati
lijekovima za sprije¢avanje napada. No ta stopa je premala te je nuzno traziti nove
antiepilepticke spojeve s manje nuspojava i manje toksi¢nosti (Radwan i Alanazi, 2020.).
Zheng i suradnici (2013.) opisali su sintezu i procjenu antikonvulzivne aktivnosti derivata
5-fenil [1,2,4]triazolo[4,3-c]kinazolin-3-amina. EI-Azab i suradnici (2014.) dizajnirali su i
sintetizirali novu seriju analoga kinazolina i procijenili njihovu antikonvulzivnu aktivnost.
Malik i Khan (2014.) su izvijestili o novoj sintezi kinazolin-4(3H)-on supstituiranih
derivata 1H i 2H-tetrazola i procjeni za razvoj antikonvulzivnih lijekova (ADD). Svi
testirani spojevi pokazali su znacajno antikonvulzivno djelovanje u barem jednom od

antikonvulzivnih testova (Tiwary i sur., 2015.).

Nadalje, upala je odgovor na biokemijske reakcije koji $titi tijelo od infekcija i ozljeda.
Reflektira odgovor organizma na razli¢ite podrazaje i povezan je s mnogim poremecajima
poput artritisa, astme i psorijaze koji zahtijevaju produljeno ili ponovljeno lijecenje. Glavni

uzrok upale je otpustanje kemikalija iz tkiva kao Sto su prostaglandini, histamin,

6



leukotrieni, bradikinin, faktor aktivacije trombocita i interleukin-1. Kortikosteroidi
inhibiraju otpustanje tih kemikalija sintezu te ublazavajuci upalu reumatoidnog artritisa ili
astme. (Radwan i Alanazi, 2020.). Hussein (2013.) je izvijestio o sintezi 2,3-dihidro-2-(3,4-
dihidroksifenil) pirazolo[5,1-b]kinazolin-9(1H)-ona i ispitao njihovu protuupalnu
aktivnost. Eweas i suradnici (2013.) dizajnirali su i sintetizirali neke nove derivate 2-piridil
(3H)-kinazolin-4-ona i procijenili njihovu protuupalnu aktivnost. Svi ispitani spojevi

pokazali su dobro protuupalno djelovanje (Tiwary i sur., 2015.).
U znanstvenoj literaturi istrazena su antimkrobna svojstva derivata kinazolinona.

Istraziva¢i Ghorab i suradnici (2000.) su vecinu novosintetiziranih spojeva derivata
kinazolinona testirali na antifungalnu aktivnost protiv Cetiri vrste gljivica, Aspergillus
ochraceus Wilhelm (AUCC-230), Penicillium chrysogenum Thom (AUCC530),
Aspergillus flavus Link (AUCC-164) i Candida albicans Robin Berkho (AUCC - 1720),
koriste¢i metodu difuzije agara u Petrijevoj zdjelici. Fungicid Trosyd (Tioconazole)
koriSten je kao referenca za procjenu senzibilnosti testiranih spojeva. Rezultati su utvrdili
kako spojevi 3-fenil-5-(4"-fluorofenil)-5,6,7,8,9-pentahidrotiazol[2,3-b]kinazolin-6-on i 3-
fenil-5-(4"-fluorofenil)-5,6,7,8,9-pentahidrotiazolo[2,3-b]kinazolina-6-dion,  su  skoro
jednako aktivni kao Trosyd, protiv A. ochraceus i A. flavus (minimalne inhibitorne
vrijednosti (MIC) 40 mg mL™). S druge strane, spojevi 3-(2-cianoetil)-4-(4’-fluorofenil)-2-
tiokso-1,2,3,4,5,6,7,8,-oktahidrokinazolin-5-on, 3  -amino-2-cijano-5-(4"-fluorofenil)-
5,6,7,8,9-pentahidrotiazol[2,3-b]-kinazolin-6-on,  11-(4"-fluorofenil)-  3,4,7,8,9,10,11-
heptahidropirimidino[4”,5":4,5]tiazolo[2,3-b]-kinazolina-4,10-dion, 2-metil-11-(4-
fluorofenil)-3,4,7,8,9,10,11-heptahidropirimidino[4”,5":4,5]tiazolo[2,3-b]-kinazolina- 4,10-
dion (MIC vrijednosti 40 mg mL?) i 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, 11-(4'-
fluorofenil)-2-sulfoksido-1,3,4,7,8,9,11-heptahidro[1,2,6]tiadiazino[4",5":4,5] tiazolo[2,3-
b]kinazolina-4,10-dion (MIC 50 mgmL?) posjeduje visoku aktivnost, gotovo kao Trosyd,
protiv. P. chrysogenum, dok samo spoj 3-Amino-2-cijano-5-(4"-fluorofenil)-5,6,7,8,9-
pentahidrotiazolo[2,3-b]-kinazolin-6-on (vrijednosti MIK 40 mg mL™), pokazao je visoku

aktivnost, protiv C. albicans (Ghorab i sur., 2000.).

Istrazeno je takoder antibakterijsko djelovanje supstituiranih kinazolina protiv bakterijskih
sojeva Escherichia. coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis i Staphylococcus

aureus u istrazivanju Jantova i sur. (2004). Osjetljivost Gram pozitivnih bakterija na



ispitivane kinazoline bila je veca od osjetljivosti gram negativnih bakterija. Najucinkovitiji
niz kinazolinskih struktura bili su kondenzirani [1,2,4]triazolokinazolini i 10H-
[1,2,4]triazino[5,4-b]kinazolin-10-oni (Jantova i sur., 2004.). Za derivate 2-merkapto-3-(4-
klorfenil)-6-jodo-3H-kinazolin-4-ona utvrdeno je da pokazuju znacajno antimikrobno
djelovanje 1 mogu biti korisni kao vodeci spojevi za daljnji dizajn 1 otkrivanje snaZnijih

antimikrobnih sredstava (Jantova i sur., 2004.).

Kondenzacijom 2-metil/fenil/kloro metil disupstituiranog benzooksazin-4-ona i 1-(2-amino
etil)-4-supstituiranog benziliden-2-fenil-1H-imidazola-5(4H)-ona dobije se imidazolo-
kinazolin-4-on derivati. Ovi spojevi su pokazali obecavajuce antibakterijsko i antifungalno

djelovanje (Suthakaran i sur., 2008.).

Patel i Patel (2011.) napravili su niz novih 2-[2-(2,6-diklorfenil)amino]fenil metil-3-[(5-
supstituirani fenil)-1,5-dihidro-1H-pirazola -3-il-amino]-6-jodokinazolin-4(3H) oni te su
testirali i njihovu antibakterijsku aktivnost in vitro mjerenjem zone inhibicije u mm protiv
dvije gram pozitivne bakterije, S. aureus i B. subtilis i dvije gram negativne bakterije, E.

coli i P. aeruginosa u dvije razli¢ite koncentracije 100 pg mL™* i 50 pg mL™,

Veena Vani i suradnici (2016.) sintetizirali su niz hibrida kinazolin-4(3H)-on-triazola
hibrida kinazolin-4(3H)-ona i oksadiazola. Neki od spojeva pokazali su znacajno
antibakterijsko djelovanje protiv svih ispitanih bakterijskih sojeva, Gram-pozitivnih
bakterija (S. aureus, B. subtilis) i Gram-negativnih bakterija (E. coli, Pseudomonas
aeruginosa), dok su drugi spojevi pokazali najvecu aktivnost protiv gljivicnih vrsta, C.
albicans i Aspergillus niger u usporedbi s ciprofloksacinom i flukonazolom kao
referentnim lijekovima. Primijenjene su dvije razli¢ite koncentracije, 100 i 200 pg mL? i
bakterijskih i gljiviénih sojeva.

Misra 1 suradnici (2020.) sintetizirali su novu seriju analoga 1,5-benzodiazepina
kinazolinona i proucili su njihovu antibakterijsku aktivnost. Sintetizirani spojevi (Z)-3-(2-
fenilkinazolin-4-il)-1H-benzo[b][1,4]diazepin-2(5H)-on i (E)-4-(metiltio)-3-(2-
fenilkinazolin-4-il)-1H-benzo[b][1,4]diazepin-2(5H)-on, su se pokazali vrlo ucinkovitim

protiv S. aureus i E. coli. Primijenjene su dvije razli¢ite koncentracije, 200 i 300 ug mL™.

Zbog velike bioloske aktivnosti navedeni primjeri prikazuju Siroki potencijal primjene

kinazolinona u medicinskoj znanosti, farmakologiji i farmaceutskoj industriji, Sto daje



mogucénost primjene i istrazivanja istth u agrobiotehnickim znanosti kao sredstvo u

kontroli $tetnika i patogena odnosno uzro¢nika bakterioza, mikoza i viroza biljaka.

2.3. Znacaj mikroorganizama tla

Biljke u tlu nude vrlo specificno okruzenje mikrobnim zajednicama tla koje se u
njemu prirodno javljaju. Stoga su tijekom evolucijskog vremena mikroorganizmi tla
razvili niz strategija koje su im omogucile interakciju s biljkama. Sastav mikrobnih
zajednica povezanih s biljkom vrlo je vazan za ucinak biljke, jer interakcija s biljkom
moze biti korisna, neutralna ili Stetna. Razliite bakterije tla medusobno djeluju na
razli¢itim udaljenostima i s razli¢itim stupnjevima bliskosti s biljkama. Mogu zivjeti
u tlu pod utjecajem Korijena (tj. rizosfera), kolonizirati povr§inu korijena (tj.
rizoplan), kolonizirati medustaniéne prostore ili vaskularna tkiva unutar biljaka

(intercelularni prostor) (Serensen i Sessitsch, 2007.).

Serensen i Sessitsch (2007.) takoder spominju kako je rizosfera definirana kao dio tla koji
je pod utjecajem korijena biljaka i spojeva koje on izlu¢uje. Korijenske naslage i eksudati
predstavljaju vazne izvore supstrata dostupnih mikroorganizmima rizosfere i rizoplana, te
stoga imaju veliki utjecaj na strukture prisutnih mikrobnih zajednica. Nadalje, pokazalo se
da se sastav ovih supstrata moze znacajno razlikovati izmedu biljnih vrsta kao i izmedu
kultivara, a ovisi i 0 razvojnom stadiju biljke. Osim toga, na sastav korijenskih eksudata
mogu utjecati parametri tla, ukljucuju¢i pH, teksturu tla, dostupnost ili ogranienje

hranjivih tvari te izloZenost biljnim patogenima.

Wu i suradnici (2009.) spoznali su da ispitivanje ovih interakcija nam moze pomoci
razumjeti prirodne fenomene koji utjeCu na naSe svakodnevne Zivote i mogu dovesti do
primjena koje rezultiraju odrzivim resursima, manjim utjecajem na okoli$, ¢iS¢enjem
onecis¢enja i utjecajem na atmosferske plinove na globalnoj razini. Prednosti koristenja

ovih interakcija za biotehnoloSke primjene su visestruke.

Mikroorganizmi su znac¢ajni u tlu jer sudjeluju u procesima humifikacije i dehumifikacije
koji direktno utjeCu na biogeokemijska kruzenje elemenata, a time i na pristupacnost
hraniva u tlu, §to o utjece na zdravljei plodnost tla. Sve navedeno je razlog zasto ne Zelimo

da pesticidi odnosno kinazolinoni utjecu na njihovu brojnost.



2.4. Znacajke korisne bakterije Bacillus mycoides

Bacillus spp. dobro su poznati stanovnici rizosfere mnogih biljaka i mogu izravno ili
neizravno pridonijeti produktivnosti usjeva. B. subtilis i B. mycoides ¢ine ve¢i dio
bakterijske populacije, ¢ak i tijekom nepovoljnih razdoblja, zbog svoje sposobnosti

proizvodnje spora (Yi, 2018.).

Kao mikroorganizam koji se prenosi tlom, vrste Bacillus se ne nalaze samo u rizosferi vec i
u endosferi biljaka. Endofitne bakterije definiraju se kao bakterije koje koloniziraju
unutarnja tkiva biljaka bez izazivanja simptoma infekcije ili negativnih u¢inaka na svog
domacina (Collins i sur., 2004.).

Stovise, studije mikrobioma rizosfere neovisne o kulturi ukazale su na prisutnost velike
raznolikosti u rodu Bacillus (Pereira i sur., 2011.). U tlu sa suzbijenim bolestima, Bacillus
je identificiran kao dominantna bakterijska vrsta te medu svim antimikrobnim spojevima
sintetiziranih od roda Bacillus, cikli¢ki lipopeptidi iz obitelji surfaktina, iturina i fengicina
dobro su okarakterizirani, s potencijalnom primjenom u biotehnologiji i poljoprivredi

(Ongena i Jacques, 2008.)

Endofitne bakterije takoder neizravno pogoduju rastu biljaka proizvodnjom antimikrobnih
spojeva i indukcijom obrambenih mehanizama biljaka (Weyens i sur., 2009.). Stovise,
endofitne bakterije mogu pomo¢i domacéinu da se nosi s ekstremnim bioti¢kim
(patogenima, Stetnicima) i abiotiCkim (temperatura, susa i kontaminacija tesSkim metalima)
stresovima, koji mogu ozbiljno smanjiti proizvodnju usjeva. Kada se primjenjuju kao
sredstva za poticanje rasta ili biokontrolu, endofitne bakterije imaju prednosti u odnosu na
bakterije rizosfere zbog svoje bliske interakcije s biljkom. Za endofite koji se prenose
sjemenom, postoji dodatna prednost za komercijalizaciju. Tretiranje sjemena je u¢inkovita
tehnika isporuke za postavljanje inokuluma mikroba u tlo, gdje ¢e biti dobro pozicionirani
za naseljavanje korijena sadnica 1 zaStitu od bolesti koje se prenose tlom (Card i sur.,

2016.).

Do danas su vrste za koje je dokazano da su endofiti te pripadaju rodu Bacillus
rasporedene medu vrstama B. subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus mojavensis,
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, B. mycoides i drugi. (Yi, 2018.). Isti autor

naglaSava kako ve¢ina endofita pokazuje barem jednu korisnu funkciju na biljkama,
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ukljucujuéi poticanje rasta, inducirana sustavna rezistentnost, antifungalno i antibakterijsko

djelovanje, fitomedijacija i otpornost na stres.

B. mycoides je gram pozitivna bakterija Stapicastog oblika koja stvara spore. Rast B.
mycoides na agarnim ploc¢ama ima poseban rizoidni oblik, koji nastaje iz stanica koje su

spojene kraj uz kraj i grupirane u snopove filamenata (Slika 3.) (Yi, 2018.).

Slika 3. Prikaz rasta Bacillus mycoides u (A) LB (lizogeni bujon) teku¢em mediju; (B) LB
agarnoj plo¢i; morfologija stanice promatrana fazno kontrastnim mikroskopom (C)
Izvor: (Yi, 2018.)

B. mycoides dobio je daleko manje pozornosti u usporedbi s ostalim ¢lanovima roda
Bacillus, budu¢i da nije niti patogen, kao B.cereus i Bacillus anthracis, niti pesticid kao
B.thuringiensis. Siroko je prisutan razli¢itim vrstama tala a sudjeluje u stimuliranju
antioksidativnog obrambenog sustava i signalnih putova fitohormona za regulaciju rasta
biljaka i tolerancije na stres (Kurniawan i Chuang, 2022.).

Do danas postoji vise od dvadeset sojeva B. mycoides koji su sekvencionirani, s veli¢inama
genoma u rasponu od 5,17 megabaza (mb) do 6,55 mb. Svi sekvencirani sojevi sadrze
nekoliko plazmida razli¢itih veli¢ina (Fiedoruk i sur., 2017.).

Postoji vise primjera izoliranih sojeva B. mycoides koji imaju razli¢ite uloge u pobolj$anju
rasta biljaka te zaStite od Stetnih mikroorganizama. Nekoliko primjera takvih sojeva

prikazano je u tekstu koji slijedi.

B. mycoides TKUO38 izoliran iz tla moZze proizvesti novu kitozanazu koja pretvara hitin u
kitooligomere s antioksidativnim i protuupalnim potencijalom (Liang i sur., 2016.). Vecina
studija 0 B. mycoides usredotocena je na njegovu biokontrolu i aktivnost PGPR-a (Plant-

growth promoting rhizobacteria). B. mycoides Bac J (BmJ) izoliran iz lista Se¢erne repe te
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smanjuje bolest Cercospora lisne pjegavosti Secerne repe do 91% (Bargabus i sur., 2002.).
Ovaj je soj odgodio pocetak bolesti antraknoze i smanjio ukupnu i produkciju zivih spora
uzroc¢nika patogena Glomerella cingulata var. orbiculare, kada se koristi za izazivanje
SAR-a (pruza otpornost Sirokog spektra u cijeloj biljci za suzbijanje srodnih ili
nepovezanih patogena) u krastavcima (Neher i sur., 2009). B. mycoides SU-23 mogao bi u
potpunosti potisnuti simptome slabljenja biljaka uzrokovane Pythium mamillatum na
krastavcima i1 ima aktivnost poticanja rasta na sadnicama (Paul i sur., 1995.). Primjena
kulture B. mycoides koja proizvodi surfaktin u potpunosti je suzbila stvaranje lezija
natopljenih vodom na li§¢u krastavca i smanjila Stetnost uzrokovanu rodom Pythium za

35% u stakleniku (Peng i sur., 2017.).

2.5. Znacajke korisne bakterije Bradyrhizobium japonicum

B. japonicum je Gram negativna Stapicasta bakterija koja fiksira dusik i tvori simbiotski
odnos s Glycine max, biljkom soje. Ove bakterije su vrlo korisne jer poboljsavaju rast soje.
U biljci se provodi proces koji se naziva fiksacije dusika. Tim procesom se fiksira
atmosferski duSik pri ¢emu dolazi do brzeg rasta biljke budu¢i da ima obilje lako
iskoristivog dus$ika. Poticanje rasta biljaka uzrokuje oslobadanje vece koli¢ine Kisika u
okolis, Sto je klju¢ni element za prezivljavanje veéine organizama. Genom je sekvenciran
2002. godine, a utvrdeno je ukupno 167 gena u genomu ove bakterije (Kaneko i sur.,
2002.).

Biolosku fiksaciju duSika izvode samo neke bakterije i Archae, ali te bakterije
predstavljaju glavni izvor dostupnog (fiksiranog) dusika za organizme i u kopnenom i u
morskom okoliSu. Nitrogenaza katalizira redukciju atmosferskog dusika u amonijev ion, uz

visoku potrosnju ATP-a, te takoder stvaranje H» tijekom procesa:

N2+ 8e + 8H" + 16ATP — 2NHs + H, + 16 ADP + 16P

Ovi prokarioti mogu vezivatii atmosferski dusik slobodno ili u simbiozi, suradujuci s
biljkama. SlobodnoZivu¢i diazotrofi mogu rasti u anaerobnim, mikroaerobnim ili aerobnim
uvjetima, ali u ovom slucaju, buduéi da je nitrogenaza osjetljiva prema kisiku, koriste se

razliCiti mehanizmi za zaStitu enzima od kisika. U najreprezentativnijoj Simbiozi
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Rhizobium-leguminoza, fiksacija N> dogada se wunutar kvrzica Kkorijena biljke,

specijaliziranih struktura koje omogucuju rast bakterija pod mikroaerobiozom.
Proces fiksacije dusika je dio procesa kruzenja dusika u prirodi.

Leguminoze (mahunarke) izlucuje (izlucevine korijena) razne organske metabolite, naime
Secere (glukozu, fruktozu, maltozu, galaktozu, itd.), aminokiseline (leucin, izoleucin, valin
aminobutirat), organske kiseline (oksalatnu, malatnu, octenu), drugi (flavonoidi, adenin,
gvanin) i proteine ili enzime (invertaza, amilaza, proteaza i peroksidaza) (Maheshwari i
Sankar, 2023.).

Uspostavljanje simbioze mahunarke i roda bakterija Rhizobium i Bradyrhizobium zahtijeva
formiranje specijaliziranog organa, nodula (Slika 4.), gdje se odvija fiksacija N2
(Maheshwari i Sankar, 2023.).

Slika 4. Noduli na korijenu biljke (A), presjek aktivnog nodula (B), mikroskopski prikaz
bakterija unutar nodula (C) i (D)

Izvor: https://micro.biol.ethz.ch

Nodulacija je specificna interakcija u kojoj soj kvrziénih bakterija inficira definiranu
biljku-domacina, uz blisku koordinaciju bakterija-biljka koja se temelji na razmijeni
difuzibilnih signalnih molekula. Flavonoidi koje izlucuju biljke djeluju kao specifi¢ni

signali koje prepoznaju kompatibilni bakterijski sojevi, koji reagiraju pri¢vrs¢ivanjem na
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korijenske dlacice i induciranjem nodulacijskih gena koji aktiviraju infekciju. (Schmidt,
2019.)

Takoder, sve vrste ovih bakterija posjeduju specifi¢an adhezijski protein, nazvan rikadezin
koji jeukljucen u izravno pricvri¢ivanje bakterija na povrsinu stanice korijenove dlacice
(Maheshwari i Sankar, 2023.). Rikadezin je protein koji veze na sebe kalcij (Meckfessel i
sur., 2012.) i veze kalcijeve komplekse na povrSini korijenovih dlacica. Lektini, proteini
koji na sebe vezu ugljikohidrate, takoder doprinose vezivanju kvrzicnih bakterija |
leguminoza. (Maheshwari i Sankar, 2023.)

Nakon pri¢vr§¢ivanja, korijenova se dlacica uvija kao rezultat djelovanja izlu¢ivanja indol
-3-octene kiseline (IAA). Rhizobium sp. indol -3-octenu kiselinu prepoznaju kao nod
faktor. IAA dovodi do uvijanja vrha korijenskih dlac¢ica (Maheshwari i Sankar, 2023.).
Nakon uvijanja korijenove dlake, stanice korteksa diobom stvaraju primordijalne kvrzice i
bakterije ulaze u biljku kroz intercelularnu cjevastu strukturu, infekcijsku nit, koja raste i
raéva se u primordijalne kvrzice (Schmidt, 2019.). Nod faktori sada stimuliraju diobu
stanica korijena $to na kraju dovodi do razvoja korijenske kvrzice. Tetraploidna stanica i

okolne diploidne stanice proliferiraju stvarajuci kvrzicu.

Maheshwari i Sankar (2023.) navode kako tijekom procesa penetracije bakterija proizvodi
enzim koji se zove poligalakturonaza. Enzim djeluje na pektin stani¢ne stijenke biljke i
olaksava prodiranje. Infektivna nit raste prema unutra i postaje razgranata. Grane dopiru do

unutarnje kore korijena.

Bakterije koje zive unutar nodula nepravilnog su oblika i nazivaju se bakteroidi ili
bakterijske stanice koje se mnoze i1 koloniziraju unutar stanice domacina dok se ne popuni
raspoloZivi prostor. Bakteroidi postaju pojedinac¢no ili u malim skupinama okruzeni
membranom biljnog podrijetla — peribakteroidnom membranom kako bi formirali
strukture koje se nazivaju simbiosomi. Simbiosomi su mjesto fiksacije dusika. Bakterije
otpustene u stanice zatvorene su u simbiosom, odjeljak u kojem se diferenciraju u
bakteroide koji fiksiraju N> (Maheshwari i Sankar, 2023.)

Noduli odrzavaju niske razine kisika kako bi se izbjegla inhibicija nitrogenaze, a
leghemoglobin igra kljuénu ulogu kao ¢ista¢ Oz. (Schmidt, 2019.) Enzim nitrogenaza je
kompleks sastvaljen od dva proteina. Sastoji se od katalitickog MoFe-proteina
(dinitrogenaze) i Fe-proteina za prijenos elektrona (dinitrogenaza reduktaze), koji veze

ATP, a takoder sudjeluje u sazrijevanju MoFe-proteina (Schmidt, 2019.).
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Leghemoglobin (vrlo uc¢inkovit hvata¢ O2) smanjuje razinu Oz u blizini nitrogenaze kako
bi pogodovao fiksaciji dusika, spaja se s O i osigurava povoljne anaerobne uvjete za
aktivnost enzima nitrogenaze. U isto vrijeme, opskrbljuje bakteroide sa O,. Bakteroidi se
nalaze u crvenkastom pigmentu zvanom leghemoglobin (Appleby, 1984.). Sli¢no
hemoglobinu, sastoji se od hema i globina. Komponentu hema sintetiziraju bakterije, a
komponenta globina potjece iz biljke. Bakterije dobivaju hranjive tvari i izvor energije iz
biljke, a zauzvrat fiksiraju atmosferski dusik i ¢ine ga dostupnim biljci. Fiksirani dusik se
izlucuje kroz ksilem iz nodula u ostatak biljke, bilo kao amidi (asparagin) ili ureidi

(alantoin 1li alantoi¢na kiselina).
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3. MATERIJAL | METODE

Za potrebe pokusa c¢ista kultura Bacillus mycoides umnozena je na hranjivom agaru
(Liofilchem, Italija) tijekom 48 sati na 25 °C. Takoder, Bradyrhizobium japonicum na
Vincent agaru (manitol 10 g, KoHPO4 0,5 g, MgSO4 x 7H20 0,2 g, NaCl 0,1 g, kvasac 0,5
g) pri 28 °C kroz 72 sata. Obje kulture su dio kolekcije Katedre za mikrobiologiju
Fakulteta agrobiotehnickih znanosti Osijek. Derivati kinazolinona sintetizirani su na
Prehrambeno tehnoloskom fakultetu u Osijeku (Komar i sur., 2019.). Ispitivani derivati su:
3-(4-bromofenil)kinazolin-4(3H)-on (K1), 2-(4-oxokinazolin-3(4H)-il)benzojeva kiselina
(K2), 3-(2,5-dimetoksifenil)kinazolin-4(3H)-on (K3), 3-fenilkiinazolin-4(3H)-on (K4) i 3-
(4-metoksifenil)-2-metilkinazolin-4(3H)-on (K5). U nastavku se nalaze strukture

ispitivanih derivata kinazolinona (Slika od 5. do 9.).

Br
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Slika 5: Struktura 3-(4-bromofenil)kinazolin-4(3H)-on (K1)

Izvor: (Komar i sur., 2019.)

Slika 6. Struktura 2-(4-oxokinazolin-3(4H)-il)benzojeve kiseline (K2)

Izvor: (Komar i sur., 2019.)
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Slika 7. Struktura3-(2,5-dimetoksifenil)kinazolin-4(3H)-on (K3)

Izvor: (Komar i sur., 2019.)
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Slika 8. Struktura 3-fenilkinazolin-4(3H)-on (K4)

Izvor: (Komar i sur., 2019)

Slika 9. Struktura 3-(4-metoksifenil)-2-metilkinazolin-4(3H)-on (K5)

Izvor: (Koma