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1. UVOD 

Biljne bolesti predstavljaju važnu globalnu prepreku u proizvodnji hrane i ugrožavaju 

njezinu sigurnost, s izravnim posljedicama po zdravlje ljudi. Infekcije fitopatogenim 

gljivama mogu znatno smanjiti prinose usjeva i rezultirati bitnim ekonomskim gubitcima u 

poljoprivrednoj proizvodnji (Wilson i Talbot, 2009.). Procjenjuje se da je svake godine 

pogođeno ili uništeno oko 40 % ukupne poljoprivredne proizvodnje zbog utjecaja biljnih 

bolesti, štetnih kukaca i korova. Unatoč sjetvi otpornih kultivara i primjeni bioloških i 

alternativnih mjera kontrole, upotreba fungicida i dalje ostaje ključna u zaštiti bilja (Wang i 

sur., 2013.). Svake se godine u svijetu primijeni oko tri milijarde tona sredstava za zaštitu 

bilja kako bi se suzbili štetni organizmi, ali unatoč tomu ukupni gubitci usjeva i dalje rastu 

(Messing i Brodeur, 2018.).  

Kao i svi drugi mikroorganizmi, fitopatogene gljive pokazuju izvanrednu sposobnost 

promjene i prilagodbe. Neprestano se pojavljuju virulentniji/patogeniji i na fungicide 

rezistentni patogeni (Wang i sur., 2013.). Fitopatogene gljive, poput vrsta rodova Fusarium, 

Sclerotinia, Botryotinia i nekih drugih, predstavljaju veliku opasnost za brojne važne 

kultivirane biljke, znatno smanjuju količinu uroda, njegovu kvalitetu i povećavaju 

ekonomsku štetu. Vrste su iz tih rodova polifagne, fakultativne gljive koje parazitiraju na 

više stotina biljnih vrsta diljem svijeta, uključujući i mnoge korove (Bolton i sur., 2006.). 

Te gljive mogu preživjeti u nepovoljnim uvjetima formiranjem struktura za konzervaciju, 

poznatih kao sklerocije (npr. Sclerotinia spp., Botryotinia spp.) i hlamidospore (Fusarium 

spp.), koje omogućavaju održavanje, prezimljavanje te širenje parazita.  

Kada je riječ o pesticidima, i dalje je primjetna prisutnost njihovih neželjenih ostataka u 

vodi, tlu i općenito u okolišu. Prema istraživanju Ferrando (1995.) pesticidi uzrokuju 

otprilike tri milijuna trovanja i 200 000 umrlih godišnje, s najvećim brojem slučajeva na 

području Azije i Pacifika. Ovi podatci upućuju na ozbiljan globalni zdravstveni problem, 

posebno u regijama s visokom upotrebom pesticida i slabijim regulativama. U određenom 

udjelu poljoprivrednih proizvoda, bilo biljnog ili životinjskog podrijetla, utvrđeni su ostatci 

pesticida koji premašuju maksimalno dopuštene razine (MDK). Europska je komisija 11. 

prosinca 2019. godine predstavila „Europski zeleni plan” (EGD) kao inovativnu strategiju 

za postizanje održivosti europskog gospodarstva. Glavni je cilj plana zaštita i očuvanje 

prirodnih resursa EU-a te osiguranje zaštite zdravlja ljudi od rizika i utjecaja povezanih s 

okolišem. Očuvanje i obnova ekosustava te biološke raznolikosti, s promicanjem „od polja 
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do stola”: pravednog, zdravog i ekološki održivog prehrambenog sustava, ističu se kao 

ključna područja u tom strateškom planu. Međusobna dopuna i povezanost tih strategija 

iznimno su važne. Uzajamna povezanost jasno pokazuje ozbiljnost problema gubitka 

biološke raznolikosti i klimatskih promjena koje predstavljaju neizravnu prijetnju 

egzistenciji i sigurnosti hrane. Strateški plan „Od polja do stola” naglašava hitnost smanjenja 

ovisnosti poljoprivrede o pesticidima i gnojivima, promiče zdravu prehranu te najavljuje niz 

mjera za primjenu alternativnih sredstava za zaštitu bilja. Postavljeni strateški ciljevi, koji 

uključuju smanjenje ukupne upotrebe pesticida za 50 % i pesticida visokog rizika za 50 %, 

planiraju se ostvariti na razini Europske unije do 2030. godine (Fetting, 2020.). 

Kemijska industrija stvara veliku količinu otpada, stoga postaje sve važnije provoditi 

kemijske procese na ekološki održiv način. Uzimajući u obzir ozbiljno onečišćenje okoliša, 

znanstvena je odgovornost usmjerena prema razvoju kemijskih spojeva i procesa koji 

smanjuju ili potpuno uklanjaju upotrebu i proizvodnju opasnih tvari (Bušić i sur., 2022.a). 

Nikotinamid je važan heterociklički spoj koji uz nikotinsku kiselinu čini vitamin B3. 

Kemijski je derivat piridina. Taj bijeli kristalični prašak topljiv je u vodi i glicerolu, prisutan 

je u životinjskim proizvodima, cjelovitim žitaricama i mahunarkama (Sauve, 2008.). 

Derivati piridina izuzetno su važni kemijski spojevi s obzirom na njihova fizikalno-kemijska 

svojstva i obimnu biološku primjenu što uključuje djelovanje na fitopatogene gljive, 

bakterije, viruse i stanice raka. Kroz prilagodbu supstituenata na piridinskoj jezgri, ovi 

spojevi mogu biti usmjereni na različite biološke ciljeve, a njihova učinkovitost varira od 

umjerene do izvrsne (Altaf i sur., 2015.). Brojna znanstvena istraživanja potvrđuju njihovu 

antimikrobnu (Ammar i sur., 2011., Thomas i sur., 2011., Asif, 2014., Bušić i sur., 2017.), 

antifungalnu (Wu i sur., 2012.b, Wu i sur., 2013., Siber i sur., 2019., Bušić i sur., 2022b.), 

insekticidnu (Zhu i sur., 2008., Wu i sur., 2012.a) te herbicidnu djelotvornost (Jeschke i sur., 

1993., Gesing i sur., 2001., Zhao i sur., 2020., Wu i sur., 2017.). 

Rastuća potreba za alternativnim sredstvima za zaštitu bilja (SZB) proizlazi iz zabrinutosti 

za ljudsko zdravlje, očuvanje okoliša (smanjenje biološke raznolikosti) te porasta otpornosti 

biljnih patogena na SZB. S obzirom na rastući pritisak invazivnih vrsta i društvene zahtjeve 

za smanjenjem upotrebe SZB-a, pridaje se prednost biološkim mjerama kontrole i drugim 

ekološki prihvatljivijim pristupima (Messing i Brodeur, 2018.). Takvim pristupom, putem 

postupnih promjena, može se pozitivno utjecati na prevenciju i smanjenje rizika za ljudsko 

zdravlje te na smanjenje onečišćenja okoliša. Stoga su istraživanja o utjecaju kvaternih 
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piridinijevih spojeva na fitopatogene gljive vrlo važna jer bi unaprjeđenje tih mjera 

omogućilo razvoj novih ekološki prihvatljivih fungicida. Novi spojevi, posebice derivati 

vitamina B3, manje toksični i štetni za okoliš u usporedbi s većinom komercijalnih fungicida 

koji su danas prisutni na tržištu. 

Cilj ovog istraživanja bio je utvrditi antifungalno djelovanje kvaternih piridinijevih spojeva 

(derivata vitamina B3) na odabrane fitopatogene polifagne vrste gljiva roda Fusarium, 

Sclerotinia i Botryotinia primjenom in vitro i in vivo testova te inhibitorni utjecaj navedenih 

spojeva na porast micelija, sporulaciju patogena, vijabilnost konidija/sklerocija te rast 

kličnih cijevi. 

Odabrane vrste rodova Fusarium, Botryotinia, i Sclerotinia imaju iznimno važan utjecaj na 

poljoprivrednu proizvodnju jer uzrokuju biljne bolesti koje smanjuju prinos i kvalitetu 

usjeva u znatnoj mjeri. Njihova važnost i složena kontrola rezultat su njihove patogenosti, 

životnog ciklusa i sposobnosti preživljavanja nepovoljnih uvjeta. Razumijevanje biologije i 

ekologije tih patogena ključno je za razvoj učinkovitih mjera zaštite i smanjenje ekonomskih 

gubitaka. Pronalaženje novih i učinkovitijih djelatnih tvari za zaštitu bilja od uzročnika 

bolesti jedan je od iznimno važnih elemenata uspješne kontrole patogena. 

1.1. Pregled literature 

1.1.1. Fitopatogene gljive roda Fusarium 

Rod Fusarium jedan je od najraširenijih i ekonomski najvažnijih rodova gljiva. Prvi ga je 

put opisao njemački prirodoslovac i botaničar Johann Henrich Friedrich Link 1809. godine, 

a u Friesovoj je taksonomiji naveden tek 1821. godine. U to vrijeme sistematika vrsta roda 

Fusarium temeljila se isključivo na morfološkim karakteristikama pojedine vrste i tvrdilo se 

da ima oko tisuću vrsta pripadnika tog roda (Summerell, 2019.). Razvoj znanosti, a posebno 

razvoj molekularnih metoda identifikacije, doveli su do zaključka da je rod Fusarium mnogo 

složeniji nego što se do tada smatralo. Trenutačna sistematika u obzir uzima nekoliko 

kriterija kao što su morfološke i molekularne karakteristike te specijalizaciju prema 

domaćinu. Vrste roda Fusarium ne stvaraju samo važan problem uzrokujući bolesti, već 

proizvode brojne mikotoksine koji mogu imati negativan utjecaj i uzrokovati bolesti kod 

ljudi, posebice kod imunokompromitiranih osoba (Desjardins, 2006., O’Donnell i sur., 

2013.).  Stoga u otkrivanju Fusarium vrsta može pomoći i informacija o vrsti metabolita 

koje proizvode određene vrste (Stepanić i sur., 2011.). Na temelju navedenih kriterija 
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utvrđeno je da se rod Fusarium sastoji od najmanje 200 vrsta raspoređenih u 20 kompleksa 

(Al-Hatmi i sur., 2016.). Brojni autori tvrde da je poznato i 300 Fusarium vrsta, ali manje 

od pola nije službeno opisano (Aoki i sur., 2014., Abdel-Azeem i sur., 2019., Cobo-Díaz i 

sur., 2019.).  

Prema Mycobank mrežnoj bazi, jednoj od najrelevantnijih, poznato je i više od 1600 

Fusarium vrsta (https://www.mycobank.org/). Prema trenutačnoj sistematici sve vrste roda 

Fusarium pripadaju porodici Nectriaceae, redu Hypocreales, razredu Sordariomycetes te 

pododjelu Ascomycota (https://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp). 

Gljive roda Fusarium globalno su rasprostranjene u različitim klimatskim područjima. 

Zahvaljujući velikoj sposobnosti prilagodbe, pojedine su vrste prisutne u tropskom i 

suptropskom području, pojedine na području umjerene klime, dok su neke ograničene na 

specifična područja i združene s određenim zajednicama biljaka (Lević, 2008.).  

Vrste roda Fusarium napadaju velik broj kultiviranih biljaka (pšenica, ječam, kukuruz, 

krumpir, rajčica, krastavci) među kojima se, po važnosti, u našoj zemlji mogu izdvojiti 

kukuruz i pšenica. 

Vrste tog roda uzrokuju različite tipove bolesti kao što su: truljenje sjemena, palež klijanaca 

(pšenica, ječam, kukuruz), trulež korijena (Fusarium root rot FRR), korijenova vrata 

(Fusarium crown rot FCR), donjeg dijela stabljike, palež klasova (Fusarium head blight 

FHB-strna žita), trulež klipa (kukuruz), venuće biljaka (Fusarium wilt – rajčica, krastavci, 

karanfil). Izvor zaraze može biti kontaminirano sjeme, tlo zaraženo patogenom ili 

alternativni biljni domaćini. Fusarioze se očituju kroz različite simptome, uključujući 

zaostajanje u rastu, žutilo i venuće lišća te pojavu crvenkastih promjena na ksilemskim 

žilama (vidljivih kao crte ili točkice na poprečnom presjeku stabljike). Također, u vlažnim 

uvjetima, česta je pojava bijele, ružičaste ili narančastožute prevlake micelija na vanjskoj 

strani zahvaćenih stabljika, klasova ili klipova domaćina. Mogu se primijetiti i oštećenja 

korijena ili propadanje stabljike (Okungbowa i Shittu, 2012.). Međutim, pojedine Fusarium 

vrste mogu istovremeno uzrokovati višestruke simptome i različite tipove bolesti što ovisi o 

domaćinu i okolišu.  

Palež klasova, trulež klipa, truljenje sjemena i zrna uzrokovane su različitim Fusarium 

vrstama i najčešće ograničene na usjeve žitarica. Tako je na pšenici najčešći uzročnik bolesti 

Fusarium graminearum Schwabe, na kukuruzu je to Fusarium verticillioides (Sacc.) 

Nirenberg, dok je na sirku Fusarium thapsinum Klittich, J. F. Leslie, P. E. Nelson & 

https://www.mycobank.org/Simple%20names%20search


Uvod 

5 

Marasas. Iako se trulež stabljike javlja na velikom broju domaćina, njezina pojava 

najznačajnija je na kukuruzu, sirku, pšenici i ječmu (Brown i Proctor, 2013.).  

Uobičajeni uzročnici venuća biljaka obično pripadaju kompleksu vrsta Fusarium oxysporum 

Schltdl. (formae speciales). Tako patogen F. oxysporum f. sp. niveum inficira lubenicu, a 

salata i rajčica podložne su infekcijama F. oxysporum f. sp. cubense, F. oxysporum f. sp. 

lactucae i F. oxysporum f. sp. lycopersici (Zhang i sur., 2005.). Zaraza se širi iz korijena na 

nadzemne provodne organe biljaka. Dolazi do začepljenja provodnog sustava te smanjenja 

ili potpunog zaustavljanja protoka vode i hranjivih tvari iz korijena prema nadzemnim 

dijelovima biljke. Posljedično dolazi do pojave venuća dijela ili cijele biljke (Baayen i sur., 

2000.).  

Najrasprostranjenije bolesti koje uzrokuju vrste Fusarium vjerojatno su truleži korijena i 

donjeg dijela stabljike. Otkrivanje uzročnika tih bolesti može biti izazovno u mnogim 

slučajevima jer se mogu pojaviti u biljkama koje su već pogođene drugim abiotskim 

čimbenicima ili su istodobno zaražene slabijim patogenima ili saprofitima. Vrste poput 

Fusarium pseudograminearum O'Donnell & T. Aoki, Fusarium culmorum (Wm. G. Sm.) 

Sacc. i Fusarium solani (Mart.) Sacc. uzrokuju trulež korijena i donjeg dijela stabljike, 

rezultirajući nedostatnim ili neučinkovitim korijenskim sustavom te povećanom 

osjetljivošću na polijeganje i propadanje (Brown i Proctor, 2013.). 

F. graminearum često uzrokuje palež klasa i ubraja se među deset najvažnijih biljnih 

patogena zbog njegove ekonomske važnosti kao i  F. oxysporum (uzročnik venuća i truleži 

stabljike) (Dean i sur., 2012.). Ipak, F. oxysporum predstavlja kompleks vrsta koji čine 

brojne  formae speciales s različitim specifičnostima domaćina (Gordon i Martyn, 1997.).  

F. culmorum na pšenici uzrokuje trulež korijena i palež klasa. Ako patogen napadne biljku 

neposredno nakon sjetve, dolazi do propadanja klijanaca prije ili biljčica nakon nicanja. Ako 

zaraženi klijanci niknu, na mladim klijancima, njihovim koleoptilima i korijenju javlja se 

promjena boje. Ako infekcija nastupi kasnije tijekom vegetacije, pojavljuju se smeđe lezije 

na prvim dvama ili trima internodijima glavne vlati, a pri visokoj vlažnosti zraka mogu se 

uočiti crvenkastoružičaste sporodohije. Na zaraženim klasićima najprije se pojave 

svjetlosmeđe mrlje koje kasnije potamne.  

Tijekom četverogodišnjeg istraživanja na području Osječko-baranjske županije, Ćosić i 

Jurković (2001.) utvrdili su da je F. culmorum jedna od najpatogenijih vrsta za pšenicu. 

Brojni znanstvenici također ističu da je F. culmorum s F. graminearum i F. 
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 pseudograminearum jedan od glavnih patogena pšenice u svijetu (Aoki i sur. 2014., Hogg i 

sur., 2010., Miedaner i sur., 2008., Wang i sur., 2006., Wagacha i Muthomi, 2007.). 

Kombinacija različitih preventivnih mjera, uključujući rotaciju usjeva, odabir zdravog 

sjemena, pravilnu gnojidbu, upravljanje vlagom te biološku, kemijsku i genetsku kontrolu, 

ključna je za učinkovito suzbijanje fuzarioza (Dweba i sur., 2017.). Primjena je fungicida 

česta mjera zaštite od uzročnika fuzarioza, posebno u intenzivnim sustavima uzgoja žitarica. 

Djelatne tvari kao što su azoksistrobin, propikonazol, protiokonazol, tebukonazol ili njihove 

kombinacije često se koriste za suzbijanje folijarnih bolesti i bolesti klasa pšenice, najčešće 

početkom ili do sredine cvatnje (Freije i Wise, 2015., Bolanos-Carriel, 2020.). Uspoređujući 

djelovanje strobilurinskih i triazolnih fungicida, istraživanja potvrđuju veću učinkovitost 

triazolnih fungicida. Pirgozliev i sur. (2002.) tvrde da je djelatna tvar azoksistrobin manje 

učinkovita u smanjenju FHB-a u usporedbi s metkonazolom. Također, Paul i sur. (2018.) 

otkrili su da su triazolni fungicidi primijenjeni na pšenicu u stadiju cvatnje učinkovitiji u 

smanjenju FHB-a nego strobilurinski fungicidi. Međutim, iako smanjuju zarazu, 

učinkovitost triazolnih fungicida, kao što su tebukonazol, metkonazol i protiokonazol, 

obično ne prelazi 52 % (Paul i sur., 2008.).  

Prema podatcima iz Fitosanitarnog informacijskog sustava (FIS), u Hrvatskoj su trenutačno 

dopušteni fungicidi za suzbijanje Fusarium vrsta koji sadržavaju sljedeće djelatne tvari: 

azoksistrobin, trifloksistrobin, piraklostrobin, tebukonazol, protiokonazol, metkonazol, 

difenokonazol, bromkonazol, tritikonazol, mefentriflukonazol, spiroksamin, fluksapiroksad, 

biksafen, benzovindiflupir, fludioksonil, fluorpiram i sedaksan (https://fis.mps.hr/fis/). U 

Hrvatskoj je trenutačno registrirano i nekoliko bioloških fungicida čija je primjena dopuštena 

u ekološkoj prozvodnji, a temelje se na različitim mikrobiološkim agensima uključujući 

Pseudomonas sp., Trichoderma harzianum Rifai T-22, Bacillus amyloliquefaciens (ex 

Fukomoto) soj MBI600 i Pythium oligandrum (https://fis.mps.hr/fis/).  

Prema Lehoczki-Krsjak i sur. (2015.) pravovremena primjena fungicida u preporučenim 

dozama, vremenski uvjeti tijekom primjene i pokrivenost fungicidom bitno utječu na 

učinkovitost zaštite od paleži klasa. Kada je u pitanju pšenica, Paul i sur. (2018.) navode 

najbolju učinkovitost primjene fungicida u fazi cvatnje. D'Angelo i sur. (2014.) navode da 

je primjena fungicida do šest dana nakon cvjetanja gotovo jednako učinkovita kao i  primjena 

u fazi cvatnje pšenice. 

Pretjerana uporaba fungicida, osobito onih s istim mehanizmom djelovanja, neizbježno 

https://fis.mps.hr/fis/
https://fis.mps.hr/fis/


Uvod 

7 

potiče razvoj Fusarium sojeva otpornih na fungicide i ubrzava pojavu rezistentnosti 

patogena (Rojas i sur., 2018.). S obzirom na sve navedeno i na dosadašnja saznanja o brojnim 

neželjenim posljedicama primjene fungicida, sve je veći interes za primjenu biološke 

kontrole.  

Biološka kontrola omogućuje zamjenu ili dopunu mjera zaštite u integriranim sustavima 

upravljanja bolestima. Taj pristup također nudi mogućnost primjene tijekom kasnijih 

fenofaza razvoja kada primjena klasičnih kemijskih fungicida više nije učinkovita ili je čak 

zabranjena (Jensen i sur., 2016.). U radu Legrand i sur. (2017.) navodi se nekoliko bioloških 

agensa koji pokazuju vrlo dobru učinkovitost u zaštiti od FHB-a i FCR-a. Posebno se navodi 

gljiva Clonostachys rosea koja se pokazala jednako učinkovitom u smanjenju intenziteta 

bolesti i broja zaraženih zrna Fusarium vrstama kao i kod biljaka tretiranih tebukanozolom 

(Xue i sur., 2014.).  

Prema istraživanju Pavlovskaya i sur. (2020.), u in vitro uvjetima, ispitan je inhibicijski 

učinak triju vrsta rodova Trichoderma (Trichoderma atrobrunneum F.B. Rocha, P. Chaverri 

& W. Jaklitsch, T. harzianum,  Trichoderma lixii (Pat.) P. Chaverri) na patogene F. 

oxysporum i Fusarium fujikuroi Nirenberg. Nakon deset dana T. atrobrunneum pokazuje 

potpunu inhibiciju porsta micelija na objema Fusarium vrstama. Također, T. lixii pokazuje 

značajan potencijal kao bioagens s inhibicijom rasta F. oxysporum od 59 % te potpunom 

inhibicijom rasta F. fujikuroi od 100 %. 

Slično navedenom, Davari i Ezazi (2022.) utvrdili su visoku sposobnost T. harzianum za 

inhibiciju porasta micelija vrsta roda Fusarium. Tretmani endofitnom gljivom Serendipita 

indica (Sav. Verma, Aj. Varma, Rexer, G. Kost & P. Franken) M. Wei, Waller, A. Zuccaro 

& Selosse utječu na smanjenje intenziteta pojave truleži krune korijena i fuzarijske paleži 

klasa pšenice do 70 % (Rabiey i Shaw, 2016.). Slični rezultati dobiveni su i primjenom 

benefitnih bakterija poput B. amyloliquefaciens, Lactobacillus plantarum (Orla-Jensen) 

(Baffoni i sur., 2015., Zheng i sur. 2020.) i Pseudomonas fluorescens Migula (Wang i sur., 

2015.). Sredstva za biološku kontrolu također se mogu primijeniti na ostatke usjeva kako bi 

se smanjila razina inokuluma u tlu. 

Prema Abaya i sur. (2021.a) endofitna gljiva Simplicillium lamellicola (F.E.V. Sm.) Zare & 

W. Gams pokazuje antagonističko djelovanje. Istraživanje upućuje na značajno smanjenje 

dužine lezija (do 87 %) na klijancima pšenice nakon infekcije gljivom F. graminearum. Isti 

autori istraživali su učinak istog endofita S. lamellicola na dvjema sortama pšenice, 
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primjenom u cvjetanju tri dana prije inokulacije patogenom. Rezultati pokazuju smanjenje 

broja zaraženih klasića pšenice za 75 – 88 % kod umjereno otporne sorte i za 68 % kod 

osjetljive sorte (Abaya i sur., 2021.b). 

Brojnim istraživanjima utvrđeno je da eterična ulja imaju izvanrednu sposobnost inhibicije 

porasta micelija različitih Fusarium vrsta što otvara mogućnost njihove uporabe kao 

alternativnih sredstava za kontrolu tih patogena (Davari i Ezazi, 2022., Palfi i sur., 2019., 

Muñoz Castellanos i sur., 2020., Timofte i sur., 2018.). Prema istraživanju Perczak i sur. 

(2019.) eterična ulja kao što su cimet, oregano, palmarosa (tropska ruža) i metvica značajno 

inhibiraju rast micelija F. culmorum i F. graminearum, s inhibicijskim učinkom u rasponu 

od 90,99 do 99,99 %.  

1.1.2. Fitopatogene gljive roda Sclerotinia 

Prvi opis gljive Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary dala je M. A. Libert još 1837. godine 

pod nazivom Peziza sclerotiorum Lib. Kada je Fuckel (1870.) opisao rod Sclerotinia, 

promijenio je naziv iz P. sclerotiorum u Sclerotinia libertiana Fuckel (P. sclerotiorum i 

Sclerotinia sclerotii Fuckel navedeni su kao sinonimi). Taj su naziv mikolozi prihvatili i 

upotrebljavali sve dok Wakefield (1924.) nije uputio na nepravilnost naziva prema 

Međunarodnom kodeksu botaničke nomenklature. Također, netočno je navedeno da je naziv 

S. sclerotiorum prvi put upotrijebio G. E. Massee 1895. godine (Bolton i sur., 2006.). Naziv 

S. sclerotiorum (Lib.) Massee rabio se sve do 1979. godine kada je Purdy utvrdio da je naziv 

S. sclerotiorum prvi put spomenuo de Bary 1884. godine. Stoga se danas taj patogen navodi 

pod nazivom S. sclerotiorum. Postoji više naziva za bolest uzrokovanu tim patogenom, 

uključujući vodenastu meku trulež, pamučnu trulež, pamučnu meku trulež, trulež stabljike, 

prijelom stabljike, trulež cvjetanja, trulež krune korijena, trulež sclerotinia, a najpoznatiji je 

naziv bijela plijesan ili bijela trulež (Hossain i sur., 2023.). Sclerotinia je rod gljiva koji 

sadržava oko 270 poznatih vrsta (https://www.mycobank.org/). Prema trenutačnoj 

sistematici vrste roda Sclerotinia pripadaju porodici Sclerotiniaceae, redu Helotiales, 

razredu Leotiomycetes, pododjelu Ascomycota (https://www.indexfungorum.org/Names/).  

Najvirulentniji predstavnik roda Sclerotinia jest vrsta S. sclerotiorum koja ima široku 

ekološku rasprostranjenost i izuzetno širok raspon domaćina (Lehner i sur., 2017). Prema 

Boland i Hall (1994.) utvrđeno je da je 408 vrsta biljaka (najčešće dvosupnice) iz 278 rodova 

i 75 porodica osjetljivo na infekciju tim patogenom. Novija istraživanja navode i više od 500 

https://www.mycobank.org/
https://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp


Uvod 

9 

različitih vrsta biljaka koje mogu biti domaćini S. sclerotiorum. Najvažniji domaćini te vrste 

uključuju suncokret, uljanu repicu, duhan, soju, kupus, mrkvu, rajčicu i krastavce. Osim 

navedenih, osjetljive su i biljke poput graha, krumpira, bamije, nevena, graška te različite 

vrste cvijeća (Prova i sur., 2017., Prova i sur., 2018., Huzar-Novakowiski i sur., 2017., 

Young i sur., 2004., Derbyshire i Denton-Giles, 2016., Islam i sur., 2021.). Gljiva S. 

sclerotiorum patogen je kojemu pogoduje hladnije vrijeme s visokom relativnom vlagom te 

optimalnom temperaturom 15 – 21 °C (Euteneuer i sur., 2019.). Kao nekrotrof, taj patogen 

može izazvati razgradnju staničnih stijenki zahvaljujući svojoj sposobnosti proizvodnje 

različitih litičkih enzima (endopektinaza, eksopektinaza, celulaze, hemicelulaze i proteaze) 

kao i oksalne kiseline koja ima ključnu ulogu u patogenezi (Rollins i Dckman, 2001., Albert 

i sur., 2022.). 

Bolesti uzrokovane tim patogenom ne samo da smanjuju prinos već dovode i do propadanja 

usjeva. Kod uljarica, poput soje, uljane repice i suncokreta, smanjuju kvalitetu zrna, sadržaj 

ulja, težinu zrna i broj sjemenki u glavi (Bolton i sur., 2006., Saharan i Mehta, 2008., Peltier 

i sur., 2012., Jurković i sur., 2017.). Prema Van Becelaere i Miller (2004.) u Europi, SAD-u 

i Argentini, kada se bolest pojavi u epidemijskim razmjerima, štete koje nastaju kao 

posljedica truleži glava suncokreta mogu dosegnuti i do 100 %. Gubitci uzrokovani S. 

sclerotiorum variraju ovisno o zemljopisnom položaju i vrsti usjeva. Često dolazi do 

smanjenja prinosa za više od 35 %, dok u umjerenim klimatskim područjima gubitci mogu 

prelaziti 50 % (Alkooranee i sur., 2017.). Ni i sur. (2014.) također ističu ekonomsku važnost 

pojave S. sclerotiorum na uljanoj repici u Kini gdje godišnje S. sclerotiorum zarazi gotovo 

4 – 7 milijuna hektara. S. sclerotiorum uzročnik je i jedne od najdestruktivnijih bolesti mrkve 

tijekom rasta i skladištenja nakon žetve pri čemu se bilježe gubitci mrkve i do 50 % (Kora i 

sur., 2003., Elsherbiny i Taher, 2018.). 

S. sclerotiorum ima širok raspon domaćina i uzrokuje različite simptome ovisno o biljnoj 

vrsti i zahvaćenom organu. Unatoč tomu, bijeli paučinasti micelij, poznat kao bijela plijesan, 

lako je prepoznatljiv na svakom domaćinu. Prvi znak infekcije na lišću, peteljkama, 

stabljikama i reproduktivnim organima očituje se kao vodenaste lezije s izraženim rubom. 

Lezije postaju izbijeljene i nekrotične, dok se za vrijeme vlažnog vremena razvija bijeli 

paučinasti micelij što dovodi do venuća i raspadanja tkiva.  

Zaraza korijena mrkve patogenom S. sclerotiorum obično potječe od zaraženog lišća na polju 

i širi se putem korijenske krune (Finlayson i sur., 1989.). Simptomi zaraze mrkve najčešće 
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se pojavljuju nakon berbe, posebno tijekom skladištenja (Higgins i sur., 2023.). Na kruni 

korijena mrkve primjećuju se prozirne nakupine koje kasnije postaju pljesnive i prekrivene 

bijelim paučinastim micelijem koji se razvija u bijele, a zatim u crne sklerocije (Le Clerc i 

sur., 2020.). 

Kao posljedica truleži korijena ili stabljike suncokreta, prvi nadzemni simptom venuća 

postaje vidljiv. Iznenadno venuće može se dogoditi prije ili tijekom cvatnje. Patogen također 

napada glavu suncokreta, uzrokujući truljenje unutarnjeg dijela glavice, raspadanje tkiva i 

formiranje velikih sklerocija (Mathew i sur., 2020.).  

Pri infekciji uljane repice simptomi se pojavljuju na glavnoj stabljici, granama ili mahunama 

u obliku izbijeljenih, sivkastih lezija. Također, jedan od simptoma jest i prisutnost crnih 

sklerocija unutar zaraženih stabljika. Biljke uljane repice rano cvjetaju, a zaraženi dijelovi 

biljnog tkiva venu što rezultira polijeganjem tijekom cvatnje i zriobe sjemena (Derbyshire i 

Denton-Giles, 2016.). 

Taj patogen, kako i samo ime navodi, proizvodi sklerocije. Na površini ili unutar zaraženog 

tkiva pojavljuju se konzervacijski organi, odnosno sklerocije koje služe za prezimljavanje i 

širenje parazita (Bolton i sur., 2006., Hossain i sur., 2023.). Oblik sklerocija može varirati, 

najčešće su okrugle ili cilindrične, a njihova se veličina kreće od 2,0 do 20,0 mm (Prova i 

sur., 2018., Jahan i sur., 2022., Islam i sur., 2021.). Brojna istraživanja potvrđuju dugotrajnu 

vitalnost sklerocija što je jedan od glavnih razloga za otežanu kontrolu S. sclerotiorum. Cook 

i suradnici (1975.) utvrdili su da 78 % sklerocija može preživjeti do tri godine u neobrađenu 

tlu, dok su Ćosić i sur. (2012.) utvrdili da su sklerocije zadržale 100 % vitalnosti nakon istog 

razdoblja. Sklerocije mogu ostati sposobne klijati i uzrokovati infekciju do sedam godina 

(Williams i Stelfox, 1980.). Sklerocije smještene na dubini od 10 do 30 cm ostaju vitalne 

dulje u usporedbi s onima na dubini od 5 cm (Ćosić i sur., 2012., Cook i sur., 1975.). S druge 

strane Duncan i sur. (2006.) zaključili su da se vitalnost sklerocija smanjuje s povećanjem 

dubine tla.  

Bolesti koje uzrokuje patogen S. sclerotiorum predstavljaju važan izazov za njihovu 

kontrolu. Teškoće u suzbijanju tog patogena proizlaze iz njegove sposobnosti stvaranja 

sklerocija otpornih na kemijsku i biološku razgradnju, njihove dugotrajne vitalnosti te 

proizvodnje askospora koje se prenose na velike udaljenosti. Dodatno, nedostatak otpornih 

kultivara, genetska varijabilnost patogena i sve češća pojava rezistentnosti na fungicide 

također otežavaju kontrolu S. sclerotiorum (Smolińska i Kowalska, 2018.). Uspješna 
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kontrola tog patogena zahtijeva primjenu niza mjera kojima bi se smanjili zaraza i širenje 

bolesti. Ekološki su najprihvatljivije agrotehničke mjere kojima se osigurava smanjenje 

broja sklerocija u tlu (rotacija usjeva, obrada tla, drenaža tla, prorjeđivanje biljaka). Kod 

mrkve se obrezivanje lišća pokazalo vrlo učinkovitim u smanjenju zaraze, bez negativnog 

utjecaja na prinos (McDonald i sur., 2008.). Primjena tih mjera može smanjiti mogućnost 

zaraze i održavati zdravlje usjeva. Zbog širokog raspona domaćina patogena, važno je 

praćenje i uklanjanje korova kao domaćina na polju (Mazumdar, 2021.).  

Primjena fungicida često ostaje najučinkovitiji pristup u kontroli S. sclerotiorum (Vieira i 

sur., 2003., Paula Junior i sur., 2009., Derbyshire i Denton-Giles, 2016.). Primjena fungicida 

tijekom cvatnje uljane repice pokazala se kao učinkovita mjera za sprječavanje infekcije 

askosporama na poljima koja su prethodno pogođena bolestima uzrokovanim tim 

patogenom. Prema istraživanju Liu i sur. (2021.) fungicidi koji se mogu koristiti za 

suzbijanje tog patogena uključuju fludioksonil, metkonazol, karbendazim i boskalid. 

Preporučuje se kombinacija metkonazola s fludioksonilom. 

Wang i sur. (2023.) istraživanjem su potvrdili snažan inhibicijski učinak fluksapiroksada na 

S. sclerotiorum pri umjerenim koncentracijama. Također, njihova istraživanja pokazuju da 

nema unakrsne rezistencije s drugim aktivnim tvarima poput tebukonazola, prokloraza, 

dimetiklona, karbendazima, procimidona, piraklostrobina, boskalida, fluazinama, 

fludioksonila i ciprodinila.  

U Hrvatskoj su trenutačno dopušteni fungicidi za suzbijanje patogena S. sclerotiorum koji 

sadržavaju djelatne tvari kao što su tebukonazol, metkonazol, protiokonazol, difenkonazol, 

mefentriflukonazol, trifloksistrobin, azoksistrobin, piraklostrobin, boskalid, fluksapiroksad, 

izofetamid, fludioksonil, kabendazim, fluorpiram i ciprodil (https://fis.mps.hr/fis/).  

S obzirom na nedostatak otpornih kultivara i ekološki prihvatljivih pristupa, naglašen je 

potencijal biološke kontrole. U Hrvatskoj su registrirani različiti biološki fungicidi koji se 

koriste mikrobiološkim agensima: T. harzianum T-22, B. amyloliquefaciens soj MBI600 i 

P. oligandrum (https://fis.mps.hr/fis/). 

Istraživanja pokazuju da antagonistički organizmi i eterična ulja imaju važan inhibicijski 

učinak na porast micelija S. sclerotiorum te doprinose smanjenju broja sklerocija u tlu. 

Istraživanje je pokazalo da prirodni fungicid na bazi eteričnog ulja metvice značajno 

smanjuje rast micelija i klijanje sklerocija S. sclerotiorum na mrkvi tijekom skladištenja. 

Iako komercijalni fungicid ima bolji dugotrajan inhibicijski učinak, prirodni fungicid ostaje 

https://fis.mps.hr/fis/
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preporučljivo rješenje za kratkotrajno skladištenje mrkve (Ojaghian i sur., 2020.). Pokazalo 

se da eterična ulja timijana i limunske trave značajno inhibiraju rast S. sclerotiorum. Ulje 

timijana rezultiralo je 100 % inhibicijom porasta micelija, slično kao pri primjeni fungicida. 

Eterično ulje limunske trave također je značajno inhibiralo porast micelija patogena do 78,15 

% (Mboussi i sur., 2023.). Pansera i sur. (2012.) utvrdili su inhibiciju porasta micelija i 

utjecaj na morfološka svojstva S. sclerotiorum primjenom eteričnog ulja limunske trave i pri 

manjim koncentracijama te ulja kadulje pri većim koncentracijama. 

Istraživanja upućuju i na pozitivno djelovanje antagonističkih gljiva T. harzianum i 

Trichothecium roseum u inhibiciji klijanja sklerocija i porasta micelija S. sclerotiorum. Osim 

što inhibira rast micelija, T. harzianum također znatno poboljšava rast i razvoj mrkve (Singh, 

1991., Patkowska i sur., 2020.).  

Primjena antagonističkih bakterija rodova Bacillus i Pseudomonas kod mrkve pokazala je 

inhibitorni učinak na rast micelija tog patogena. Vrste Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn i 

Pseudomonas arsenicoxydans pokazale su se kao najučinkovitije u inhibiciji porasta micelija 

te gljive (Meyer, 2022.). Prskanje uljane repice tijekom cvatnje bakterijama B. subtilis i 

Bacillus cereus Frankland and Frankland učinkovito suzbija trulež stabljike. Primjena tih 

bakterija smanjila je pojavu bolesti za 11,8 % (Hu i sur., 2014. ). Istraživanje Kamal i sur. 

(2015.) pokazalo je da dvije primjene B. cereus u razmaku od sedam dana bitno smanjuju 

pojavu truleži stabljike uljane repice, na 9,3 %, dok je u kontrolnoj skupini, bez primjene B. 

cereus, pojava bolesti dosegnula 29,8 %. 

Zaštita od S. sclerotiorum zahtijeva sveobuhvatan pristup i  primjenu više mjera kontrole. 

Prema brojnim istraživanjima, biološka sredstva pokazala su važan potencijal u suzbijanju 

tog patogena. Međutim, za dugoročnu i učinkovitu kontrolu potrebno je primjenjivati  

plodored, otporne kultivare te biološku i kemijsku zaštitu. 

1.1.3. Fitopatogene gljive roda Botryotinia 

Rod Botryotinia smatra se jednim od najistraživanijih rodova gljiva (Garfinkel, 2021). Prema 

klasifikaciji Hennebert iz 1973. u okviru roda Botrytis identificirano je 22 vrste. Imenovanje 

vrsta roda Botrytis temelji se na njihovim domaćinima jer većina vrsta, osim Botrytis cinerea 

Pers., ima ograničen broj domaćina te zarazi jednu ili više vrsta unutar istog roda (Jarvis, 

1977.). Identifikacija vrsta roda Botrytis oslanjala se na morfološke karakteristike, 

uključujući morfologiju kolonije, oblik i veličinu konidija te veličinu sklerocija (Hennebert, 
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1973.). Ipak, mnoge različite vrste imaju slične morfološke, biološke i epidemiološke 

karakteristike. Simptomi uzrokovani različitim vrstama često su slični.  

Za određivanje uzroka bolesti obično nije dovoljno oslanjati se samo na morfološke 

karakteristike. Iako se Botrytis vrste ponekad mogu razlikovati na temelju morfoloških 

karakteristika, najpouzdanije metode identifikacije vrste obično su molekularne metode 

(Garfinkel, 2021.). Identifikacija vrsta može biti korisna za otkrivanje potencijalnih izvora 

zaraze što je važno pri donošenju odluka o mjerama kontrole (Holz i sur., 2007). Na temelju 

morfoloških i molekularnih karakteristika do danas je otkriveno i priznato više od 34 vrste 

tog roda (Williamson i sur., 2007., Ferrada i sur., 2016, Garfinkel i sur., 2017, Zhong i sur., 

2019). Prema trenutačnoj sistematici vrste roda Botryotinia pripadaju porodici 

Sclerotiniaceae, redu Helotiales, razredu Leotiomycetes, pododjelu Ascomycota 

(https://www.indexfungorum.org/Names/).  

Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, poznata i kao B. cinerea u anamorfnom stadiju, 

predstavlja glavni i najčešće izolirani patogen unutar roda Botryotinia. Taj patogen prvi je 

put opisala Christiaana Hendrik Persoon 1794. godine (Bojkov, 2022.). Vrste roda Botrytis 

dijele morfološke sličnosti s drugim rodovima gljiva iz porodice Sclerotiniaceae pri čemu je 

spolni stadij izrazito sličan spolnom stadiju vrsta Sclerotinia. Stoga je nastajala zbunjenost 

u taksonomiji, posebno zbog sličnosti simptoma koje izazivaju Botryotinia spp. i Botrytis 

spp. s onima koje uzrokuje Sclerotinia spp. (Garfinkel, 2021.). Međutim, Gregory je 1949. 

godine potvrdio da su B. fuckeliana i B. cinerea zapravo ista gljiva u različitim stadijima, 

odnosno u teleomorfnom i anamorfnom stadiju svojeg životnog ciklusa.  

Kada je riječ o patogenu B. cinerea, njegova prilagodba na različite klimatske uvjete očituje 

se u njegovoj širokoj distribuciji na različitim zemljopisnim područjima, protežući se od 

tropskih i suptropskih područja do hladnih umjerenih te sjevernih i južnih područja. B. 

cinerea uzrokuje velike gubitke pri uzgoju na otvorenom i usjevima uzgajanim u zaštićenim 

prostorima u svim fenofazama razvoja biljaka (Williamson i sur., 2007.). Prema istraživanju 

istih autora B. cinerea napada više od 500 vrsta biljaka, dvosupnice i jednosupnice koje su 

gospodarski vrlo važne. Prema istraživanju Elad i sur. (2016.) vrsta B. cinerea napada 596 

rodova biljaka i više od 1400 biljnih vrsta. Singh i sur. (2024.) navode čak 616 rodova koji 

su domaćini tom patogenu. Većina tih domaćina pripada dvosupnicama, s 447 rodova, a 

jednosupnice čine 128 rodova.  

Gubitci prinosa rajčice kao posljedica zaraze vrstom B. cinerea često se javljaju u zemljama 

https://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp


Uvod 

14 

mediteranske regije. Gubitak prinosa rajčice javlja se pri uzgoju na otvorenom, ali ozbiljnije 

štete  najviše nastaju u zaštićenom uzgoju (Aissat i sur., 2008., Baptista i sur., 2012.). 

Gubitak prinosa uslijed zaraze B. cinerea može biti 20 – 40 %, posebno pri optimalnim 

uvjetima, 15 – 20 °C i vlažnosti zraka iznad 90 % (Carisse i Van der Heyden, 2015., Jia i 

sur., 2011., Utkhede i Mathur, 2006.). U zaštićenim uvjetima uzgoja jake infekcije nastaju 

kombinacijom visoke temperature (oko 25 °C), rana na stabljikama (nastalih uslijed 

odstranjivanja lišća i rezidbe) i visoke koncentracije konidija u zraku (Carisse i Van der 

Heyden, 2015.). 

Botrytis vrste poznate su kao nekrotrofi jer primjenjuju strategiju izazivanja smrti stanica 

domaćina prije nego što razgrade biljno tkivo kako bi si osigurale pristup hranjivim tvarima 

(Williamson i sur., 2007.). Istraživanja također opisuju i sistemične, asimptomatske infekcije 

unutar domaćina uzrokovane vrstom Botrytis deweyae van Kan, R.B. Terhem & Grant-

Downt. što sugerira na mogućnost da se gljiva ponaša i kao endofit (Van Kan i sur., 2014., 

Shaw i sur., 2016.). B. cinerea često i lako inficira domaćina putem rana i prirodnih otvora 

na tkivu. Međutim, patogen posjeduje specijalizirane strukture i mehanizme prodora u 

zdravo, neoštećeno tkivo domaćina. Konidije dospjele na površinu biljke klijaju stvarajući 

klične cijevi koje se dalje razvijaju u apresorij. Na kraju apresorija formira se infektivna hifa 

koja prodire u domaćina (Veloso i van Kan, 2018., Singh i sur., 2024.).  

Tijekom zimskih mjeseci B. cinerea može preživjeti u ostatcima usjeva kao saprofit. 

Njegova sposobnost preživljavanja obuhvaća različite strukture kao što su micelij s 

konidijama ili sklerocijima. Te strukture ostaju unutar odumrlog tkiva domaćina, zaraženih 

biljnih ostataka ili u tlu nakon završetka vegetacijske sezone (Elmer i Michailides, 2007., 

Grant-Downton, 2016.). Različite strukture preživljavanja omogućuju patogenu širenje na 

usjeve i skladišna područja u idućim godinama. U povoljnim vremenskim uvjetima te 

strukture proizvode konidije koje se šire zrakom do površine biljke domaćina, pokrećući 

primarne infekcije (Cole i sur., 1996., Williamson i sur., 1995.). Također, u višegodišnjim 

usjevima odumrlo lišće, cvijeće i mumificirani plodovi sadržavaju masu micelija koji se 

često može smjestiti unutar krošnje usjeva što olakšava stvaranje konidija i pokretanje 

infekcija (Williamson i sur., 2007.)  

B. cinerea smatra se jednim od najdestruktivnijih patogena u poljoprivredi, posebice kada je 

riječ o voću, povrću i cvijeću prije berbe te nakon žetve u njihovu skladištenju i transportu 

(Jarvis, 1977., Williamson i sur., 2007.). Napada različite dijelove biljke domaćina tijekom 
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različitih stadija njezina razvoja, od faze klijanja pa sve do sazrijevanja ploda. Može zaraziti 

stabljiku, cvijeće, lišće, plodove, a može biti prisutan i u sjemenu (Yahaya i sur., 2015.). 

Ipak, najveće štete nanosi zrelim, starijim, oslabljenim ili ozlijeđenim tkivima domaćina. 

Zbog zahtjeva za visokom vlažnošću i umjerenim temperaturama (s vrlo slabim ili nikakvim 

rastom iznad 30 °C), prisutnost B. cinerea na polju obično je ograničena na umjerene 

klimatske zone (Schumacher, 2017.).  

S obzirom na velik broj biljnih domaćina, B. cinerea uzrokuje i mnogo nespecifičnih 

simptoma (Sarven i sur., 2020.). Simptomi uključuju propadanje ploda, meku trulež ploda, 

pojavu žutosmeđih lezija na lišću i stabljici koje se mogu proširiti u koncentrične prstenove 

te venuće. Karakterističan simptom tog patogena jest nakupina konidiofora i konidija u 

obliku sive prevlake. Pojavi tog simptoma obično prethode povoljni uvjeti za njegov razvoj, 

poput hladnih do umjerenih temperatura (10 – 25 °C) uz visoku vlažnost zraka (Williamson 

i sur., 2007., Quesada-Ocampo, 2015.). Istraživanje Ciliberti i sur. (2015.) upućuje na to da 

su temperatura i vlažnost zraka važniji čimbenik za jaču infekciju nego različiti sojevi B. 

cinerea. 

Na rajčici taj patogen izaziva sivu plijesan često se pojavljujući na zrelim plodovima, ali 

može se proširiti i na lišće i stabljike. Najčešći simptom na zrelom i starijem lišću rajčice i 

plodovima jest pojava meke truleži koja dovodi do razgradnje parenhimskog tkiva biljke. 

Nakon toga javlja se formiranje sive prevlake (Sarven i sur., 2020., Rhouma i sur., 2023.). 

Najznačajnije štete u stakleničkom uzgoju rajčica obično su posljedica pojave bolesti na 

stabljikama. Često su rane nastale rezidbom ili berbom glavno mjesto infekcije putem kojih 

se patogen može proširiti duž cijele stabljike (Sarven i sur., 2020.). Na stabljikama se javljaju 

svjetlosmeđe lezije koje se brzo šire. Nakon mirovanja, lezije na stabljikama postaju bijele 

praćene pojavom velikih crnih sklerocija (Williamson i sur., 2007.). Siva plijesan na zrelim 

plodovima rajčice obično se pojavljuje nakon berbe (Sarven i sur., 2020.). 

Različiti načini infekcije, sposobnost zaraze širokog spektra biljnih domaćina, visok 

reprodukcijski potencijal te dulja sposobnost preživljavanja u nepovoljnim uvjetima u obliku 

sklerocija čine temelj za širenje B. cinerea kao patogena (Williamson i sur., 2007.). S 

obzirom na navedeno, opravdano je što se taj patogen nalazi na drugom mjestu među deset 

najvažnijih biljnih patogena (Dean i sur., 2012.). Osim toga, zbog svoje izražene tendencije 

razvoja otpornosti na fungicide, taj patogen postaje sve važniji u poljoprivredi i predmet je 

opsežnijeg znanstvenog istraživanja (Amselem i sur., 2011.). 
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S obzirom na raširenost i sposobnost infekcije različitih biljnih vrsta, B. cinerea uzrokuje 

ozbiljne bolesti i može napasti gotovo sve dijelove biljke prije i nakon žetve. To predstavlja 

izazove u kontroli tog patogena (Hua i sur., 2018., Fillinger i Elad, 2016.). 

Prema istraživanju Liang i sur. (2022.) samo oko 0,1 % djelatnih tvari fungicida postiže 

potpunu zaštitu od ciljanog patogena, dok se 90 % primijenjenog fungicida razgrađuje 

tijekom primjene putem fotolize, isparavanja, razgradnje, ispiranja i otjecanja u okoliš. 

Unatoč stalnim upozorenjima o negativnim učincima primjene fungicida na ljudsko zdravlje 

i okoliš, njihova uporaba i dalje je česta metoda kontrole tog patogena (Zemmouri i sur., 

2022.). B. cinerea razvija rezistentnost na nekoliko djelatnih tvari među kojima su 

procimidon, zoksamid dikarboksimidi i benzamidi (Adnan i sur., 2018.; Adnan i sur., 2019.). 

U istraživanju Jelenić i sur. (2024.) ispitala se osjetljivost različitih djelatnih tvari fungicida 

na B. cinerea. Rezultati istraživanja upućuju na činjenicu da su i pri najvećim primijenjenim 

koncentracijama pirimetanil, boskalid i fenheksamid inhibirali rast pojedinih izolata 

patogena manje od 90 %, dok je djelatna tvar fenpirazamin inhibirala rast patogena manje 

od 40 %.  

Za suzbijanje patogena B. cinerea u Hrvatskoj su trenutačno registrirani fungicidi koji 

sadržavaju djelatne tvari poput azoksistrobina, piraklostrobina, trifloksistrobina, ciprodinila, 

pirimetanila, tebukonazola, protiokonazola, boskalida, izofetamida, fluopirama, 

fenheksamida, dimetomorfa, folpeta i fludioksonila. Osim toga, registrirano je nekoliko 

bioloških fungicida pogodnih za ekološku proizvodnju, uključujući one na bazi Trichoderma 

atroviride P. Karsten, kalijeva hidrogenkarbonata, P. oligandrum, sojeva M1, B. 

amyloliquefaciens i B. subtilis soj IAB/BS03 (https://fis.mps.hr/fis/).  

Brojna istraživanja usmjerena na ispitivanje antifungalne aktivnosti antagonističkih 

organizama, biljnih ekstrakta i eteričnih ulja protiv B. cinerea naglašavaju mogućnost 

smanjenja potrebe za kemijskim fungicidima. Među ostalim, takva su istraživanja važna za 

smanjenje pojave rezistentnosti tog patogena. Značajan antagonistički učinak protiv B. 

cinerea pokazuju vrste roda Trichoderma te bakterije iz rodova Pseudomonas i Bacillus 

(Percival i sur., 2016., Hajji-Hedfi i sur., 2023., Malevu i sur., 2022.).  

Antagonistički organizmi koriste svoje metabolite kako bi se borili protiv patogena radi 

prevencije, smanjenja i kontrole bolesti. Bakterije roda Bacillus privukle su veliku pozornost 

kao agensi za biokontrolu zbog njihove sposobnosti proizvodnje različitih antibiotika 

širokog spektra, toksina, enzima i endospora. Stoga se neki sojevi roda Bacillus rabe za 

https://fis.mps.hr/fis/
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biokontrolu putem komercijalno dostupnih proizvoda (Blake i sur., 2021., Kiesewalter i sur., 

2020.). Istraživanja također pokazuju da se siva plijesan na plodovima rajčice može 

učinkovito kontrolirati uporabom sojeva roda Bacillus nakon berbe (Hernández i sur., 2021. 

Hua i sur., 2018.). 

Prema istraživanju Abbey i sur. (2019.) primjena biofungicida i njihova kombinacija s 

fungicidima pokazuje potencijal kao alternativa za kontrolu B. cinerea i smanjenje primjene 

kemijskih fungicida. Samo primjenom biofungicida na bazi eteričnog ulja čajevca i bakterije 

B. subtilis razvoj bolesti smanjio se za više od 42 %. U tretmanu koji uključuje biofungicide 

i kemijske fungicide, pojava B. cinerea bila je manja za više od 69 %. Istraživanje Bu i sur. 

(2021.) ističe mogućnost uporabe B. subtilis za preventivnu kontrolu sive plijesni na 

plodovima rajčice tijekom skladištenja. Prema njihovu istraživanju, suspenzija kulture B. 

subtilis u koncentraciji od 108 cfu/ml pokazala je inhibicijski učinak više od 86,57 %. 

Također, 48 sati nakon primjene kulture B. subtilis te nakon toga suspenzije spora B. cinerea 

postignuta je 100 %-tna kontrola. 

U istraživanju Hajji-Hedfi i sur. (2023.) utvrđen je inhibicijski učinak Trichoderma 

longibrachiatum Rifai i Pseudomonas sp. na porast B. cinerea na sadnicama i plodovima 

rajčice. Rezultati pokazuju da je došlo do inhibicije rasta B. cinerea do 50 %, a autori ističu 

učinkovitu kontrolu primjenom T. longibrachiatum i Pseudomonas sp. za suzbijanje B. 

cinerea i u uvjetima skladištenja. 

U istraživanju koje su proveli Tekiner i sur. (2020.) ispitan je inhibicijski učinak različitih 

izolata T. harzianum, B. cereus, Bacillus megaterium de Bary, B. substilis, Paenibacillus 

polymxa, Pantoea agglomerans Beijerinck protiv triju različitih izolata B. cinera. Rezultati 

su pokazali visok inhibicijski učinak T. harzianum. Također, izolat B. substilis pokazao je 

visoku učinkovitost na inhibiranje porasta različitih izolata B. cinerea od 64, 29 %, 71, 43 

% i 80,36 %. 

Brojna istraživanja pokazuju visoko inhibitorno djelovanje eteričnih ulja na porast micelija 

B. cinerea što navodi na potencijalnu sigurnu alternativu kemijskim fungicidma. Osim što 

mogu inhibirati razvoj fitopatogenih gljiva, eterična ulja mogu pružiti i dodatne koristi, 

uključujući poboljšanje rasta biljaka ili sprječavanje pojave drugih bolesti (Verdeguer i sur., 

2020). Jelenić i sur. (2020.) proveli su in vitro istraživanje volatilnog djelovanja devet 

različitih eteričnih ulja (paprene metvice, ružmarina, kadulje, lavande, gospine trave, 

mravinca, timijana, smilja i stolisnika) na porast micelija patogena B. cinerea. Rezultati su 
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potvrdili da ulja paprene metvice i timijana imaju pozitivan učinak na inhibiciju porasta B. 

cinerea. 

1.1.4. Kvaterne piridinijeve soli 

Sprječavanje onečišćenja okoliša zbog potrebe za očuvanjem ekosustava i bioraznolikosti 

postavljeno je u prvi plan. Stoga kemičari modificiraju svoje sintetske postupke u skladu s 

načelima „zelene kemije“. Nažalost, otapala bez kojih se mnoge reakcije ne mogu izvesti 

imaju štetne učinke na zdravlje i okoliš, ali i na sigurnost same sinteze zbog svoje zapaljivosti 

i hlapljivosti (Bušić i sur., 2022.a). 

Klasični sintetski put za dobivanje kvaternih piridinijevih soli uključuje reakciju 

kvaternizacije tercijarnih amina s organskim halogenidima (Bušić i sur., 2022.b). Također, 

u ranijim istraživanjima za reakciju kvaternizacije na piridinu kao nukleofilu autori najčešće 

navode da su upotrijebljena otapala poput acetona, bezvodnog benzena, dimetilformamida, 

suhog diklorometana i acetonitrila koja su poznata kao toksična i opasna otapala (Gašo-

Sokač i sur., 2010., Pidlypnyi i sur., 2014., Marek i sur., 2015., Pernak i Rogoza, 2000., 

Zorbaz i sur., 2018., Lee i sur., 2021.). Međutim, sve je veći naglasak na upotrebi sigurnijih 

i ekološki prihvatljivijih otapala i metoda sinteze spojeva koji bi trebali biti u skladu s 

metodama „zelene kemije“. Duboka eutektička otapala postala su zanimljiva tema 

istraživanja zbog njihove primjenjivosti kao zelenih otapala u sintezi piridinijevih spojeva 

(Azizi i sur., 2013., Singh i sur. 2013., Alomso i sur., 2016., Khandelwal i sur., 2016., 

Shaabani i sur., 2016.). Duboka eutektička otapala klasificirana su kao „zelena otapala” 

zbog svojeg ekološki prihvatljivog utjecaja na okoliš: biokompatibilna su, biorazgradiva, 

niske su hlapljivosti, nezapaljiva su i netoksična te lako dostupan polazni materijali što 

omogućuje lakšu pripremu uz visoku čistoću i niže troškove. Takva bi otapala mogla 

supstituirati hlapljiva organska otapala te na taj način smanjiti ili ukloniti stvaranje opasnih 

tvari u okolišu.  

1.1.5. Biološki aktivni derivati vitamina B3 

Poznato je da se derivati nikotinske kiseline i nikotinamida rabe već 65 godina zbog njihova 

širokog antimikrobnog spektra (Asif, 2014.). Supstituirana nikotinska kiselina pripada 

heterociklima kojima se u posljednja tri desetljeća posvećuje velika pozornost kao 

potencijalnim biomolekulama. Derivati nikotinske kiseline pokazuju antibakterijsko 

(Srivastava i sur., 2005., Kumar i sur., 2011.), antioksidacijsko (Saini i Mehta, 2022.), 
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protuupalno (Labanauskas i sur., 2004., Hosni i Abdulla, 2008.) i antikarcinogeno djelovanje 

(Şahin i sur., 2021.) te su povezani s različitim biološkim svojstvima poput pesticidnih, 

odnosno insekticidnih (Diaz i sur., 2009., When i sur., 2010., Sattar i sur., 2019.) i 

antifungalnih aktivnosti (Patel i Shaikh, 2010., Kumar i sur., 2011.).  

Kozlevčar i sur. (1999.) navode da su derivati nikotinamida važna grupa heterocikličkih 

spojeva koji privlače sve veću pozornost u području zaštite bilja zbog njihova fungicidnog 

djelovanja. Također, navode da kompleksi bakrova (II) acetata i nikotinamida pokazuju 

snažno fungicidno djelovanje. 

Među fungicidima s nikotinamidnom strukturnom jedinicom koji su dostupni na tržištu, 

istaknut je boskalid, jedan od vodećih spojeva širokog spektra djelovanja i inhibitora 

sukcinat dehidrogenaze (SDHI) koji se često rabe za prevenciju i kontrolu brojnih 

fitopatogenih gljiva (Wang i sur., 2022.). Boskalid je posebno učinkovit protiv fitopatogenih 

gljiva iz pododjela Ascomycota. Taj fungicid primjenjuje se za zaštitu različitih usjeva od 

ekonomski značajnih patogena, uključujući Alternaria solani, B. cinerea, S. sclerotiorum, 

različite vrste Monilinia, Erysiphe necator i druge (Stević, 2020.).  

Prema Bušić i sur. (2020.) kvaterne soli nikotinamida pripravljene su u eutektičkim 

otapalima na bazi kolin-klorida. Primijenjena je metodologija koja je pokazala nekoliko 

prednosti: ekološku održivost, biorazgradivost, jednostavno pročišćavanje, jednostavnu 

pripremu i ekonomičnost. Ispitivani spojevi pokazali su antifungalno djelovanje na porast 

micelija B. cinerea, Colletotrichum acutatum, Alternaria radicina i F. graminearum.  

Bušić i sur. (2022.b) ispitali su djelotvornost 11 novih piridinijevih derivata i njihovo 

antifungalno djelovanje na porast micelija patogena B. cinerea, F. culmorum, 

Macrophomina phaseolina i S. sclerotiorum u in vitro uvjetima. Sinteza piridinijevih spojeva 

provedena je reakcijama kvaternizacije različitim metodama: konvencionalnom metodom i 

metodom pod utjecajem mikrovalnog i ultrazvučnog zračenja. Uobičajena otapala,  poput 

acetona i etanola, koja se rabe u reakcijama kvaternizacije, zamijenjena su ekološki 

prihvatljivijom alternativom – dubokim eutektičkim otapalima. Svi sintetizirani spojevi 

pokazali su izvrsnu inhibiciju porasta micelija svih  navedenih fitopatogenih gljiva.  

Wu i sur. (2013.) sintetizirali su i analizirali seriju derivata nikotinamida koji sadržavaju 

1,3,4-oksadiazolnu jedinicu kako bi otkrili nove biološki aktivne spojeve s dobrim 

antifungalnim djelovanjem. Istraživanjem je otkriveno da je nova serija derivata 
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nikotinamida koji sadržavaju 1,3,4-oksadiazolnu jedinicu pokazala slabo do umjereno 

antifungalno djelovanje na porast micelija  F. graminearum, F. oxysporum i Cytospora 

mandshurica. Većina sintetiziranih spojeva pokazala je slično djelovanje kao himeksozol ili 

veće od himeksozola na testiranim gljivama, dok su pojedini spojevi pokazali značajne 

izglede za daljnju optimizaciju. 

U istraživanju koje su proveli Ye i sur. (2014.) dizajnirano je i sintetizirano 38 derivata 

nikotinamida kao potencijalnih inhibitora sukcinat-dehidrogenaze (SDHI). Ispitivanje 

spojeva provedeno je in vitro na dvjema fitopatogenim gljivama, Rhizoctonia solani i S. 

sclerotiorum, ispitivanjem inhibicije porasta micelija. U odnosu na komercijalne fungicide, 

boskalid i karbendazim, većina spojeva pokazala je umjerenu aktivnost.  

Prema Wang i sur. (2016.) prekomjerna uporaba benzimidazolnih fungicida koji se koriste 

u cijelom svijetu protiv destruktivnih gljiva R. solani, B. cinerea, F. graminearum i 

Magnaporthe oryzae dovela je do niza problema, ozbiljnih onečišćenja okoliša, a razvoj je 

novih benzimidazolnih fungicida visoke aktivnosti, dobre selektivnosti i ekoloških svojstva 

izuzetno važan. Stoga je pripravljena serija benzimidazolnih fenilhidrazonskih derivata te je 

utvrđeno njihovo antifungalno djelovanje in vitro i in vivo na dvjema fitopatogenim gljivama 

(R. solani i M. oryzae). Benzimidazolni derivat s 2,4-difluorfenilhidrazinskom jedinicom 

pokazao je najveće antifungalno djelovanje in vitro na porast micelija R. solani. 

Bušić i sur. (2019.) također su istraživali deset novih derivata izonikotinamida dobivenih 

reakcijama kvaternizacije izonikotinamida s metil-jodidom i devet različito supstituiranih 2- 

bromacetofenona pod utjecajem mikrovalnog zračenja. Antifungalno djelovanje svih 

spojeva ispitivano je u dvjema različitim koncentracijama na porast micelija F. oxysporum, 

F. culmorum, M. phaseolina i S. sclerotiorum, in vitro. Iz antifungalnog je testa utvrđeno da 

određeni spojevi imaju umjereno do slabo djelovanje na porast micelija M. phaseolina i F. 

culmorum. Vrlo visoka stopa inhibicije primijećena je kod porasta micelija S. sclerotiorum. 

Wang i sur. (2022.) ispitivali su antifungalno djelovanje serije od  20 derivata N-(1H-pirazol-

5-il)nikotinamida na nekoliko fitopatogenih gljiva, uključujući S. sclerotiorum i B. cinerea, 

i u in vitro, i u in vivo uvjetima. Rezultati su pokazali izuzetno dobru inhibiciju porasta 

micelija S. sclerotiorum za većinu sintetiziranih spojeva, dok je inhibicija porasta micelija 

B. cinerea bila niža. In vivo testovi na listovima uljane repice (Brassica napus L.) također 

su pokazali snažnu inhibiciju porasta micelija S. sclerotiorum. Derivat s F2CH- skupinom 

na pirazolnom prstenu i klorom kao supstituentskom skupinom na piridinu pokazao je 
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obećavajuće antifungalno djelovanje protiv patogena S. sclerotiorum. 

Prema nedavnom istraživanju Peng i sur. (2022.) sintetizirano je i ispitano antifungalno 

djelovanje 15 derivata tetrahidrogeranil kvaternih amonijevih soli na rast micelija deset 

fitopatogenih gljiva, uključujući dvije vrste roda Fusarium. Spojevi su testirani u 

koncentraciji od 0,25 mg/mL. Rezultati istraživanja pokazali su da sintetizirani spojevi 

imaju bolji antifungalni učinak u usporedbi s pozitivnom kontrolom (fungicidima), s 

izvrsnom inhibicijom porasta micelija F. oxysporuma te značajnom inhibicijom porasta 

micelija F. verticillioides. Istraživanje je istaknulo važnost strukture spojeva za njihovo 

antifungalno djelovanje. Nadalje, Yan i sur. (2022.) sintetizirali su petnaest novih derivata 

piridin karboksamida i ispitali njihovo antifungalno djelovanje. Sintetizirani spojevi ispitani 

su u in vitro i in vivo uvjetima na rast micelija osam patogena, uključujući F. oxysporum, S. 

sclerotiorum i B. cinerea. 

In vitro ispitivanje pokazalo je da pojedini sintetizirani spojevi imaju umjereno do dobro 

antifungalno djelovanje na porast micelija svih ispitivanih patogena. Posebno je spoj 6-klor-

N-(2-(fenilamino)fenil)nikotinamid pokazao dobro in vivo antifungalno djelovanje protiv 

porasta micelija patogena F. oxysporum S. sclerotiorum te najbolje antifungalno djelovanje 

protiv patogena B. cinerea. 
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1.2. Ciljevi istraživanja i hipoteze 

Ciljevi ovog istraživanja bili su sljedeći: 

1. utvrditi antifungalno djelovanje serije kvaternih piridinijevih soli na porast 

micelija fitopatogenih gljiva rodova Fusarium, Botryotinia i Sclerotinia       

2. utvrditi antifungalno djelovanje kvaternih piridinijevih soli na vijabilnost 

konidija/sklerocija i rast kličnih cijevi 

3. utvrditi antifungalno djelovanje kvaternih piridinijevih soli na porast micelija i 

sporulaciju u in vivo testu 

4. utvrditi razlike u antifungalnom djelovanju između kvaternih piridinijevih soli i 

komercijalnih fungicida na porast micelija. 

Postavljne su sljedeće hipoteze: 

1. Kvaterne piridinijeve soli međusobno se razlikuju u antifungalnom djelovanju 

na porast micelija fitopatogenih gljiva rodova Fusarium, Botryotinia i 

Sclerotinia. 

2. Kvaterne piridinijeve soli razlikuju se u antifungalnom djelovanju na vijabilnost 

konidija/sklerocija i rast kličnih cijevi. 

3. Kvaterne piridinijeve soli razlikuju se u antifungalnom djelovanju na porast 

micelija i sporulaciju u in vivo testu. 

4. Postoje razlike u antifungalnom djelovanju kvaternih piridinijevih soli i 

komercijalnih fungicida na porast micelija. 
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2. MATERIJAL I METODE RADA 

In vitro testovi provodili su se u Centralnoj agrobiotehničkoj analitičkoj jedinici Fakulteta 

agrobiotehničkih znanosti Osijek, Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, 

Hrvatska. Kvaterne piridinijeve soli koje su se primjenjivale u svim antifungalnim testovima 

sintetizirane su u Laboratoriju za organsku kemiju i biokemiju na Katedri za fundamentalnu 

kemiju Prehrambeno-tehnološkog fakulteta Osijek, Sveučilišta Josipa Juraja Strossmayera 

u Osijeku, Hrvatska.  

Antifungalnim testovima ispitano je djelovanje 12 sintetiziranih spojeva iz skupine 

nikotinamida, koncentracije 10 µg/mL (1-12a) i 100 µg/mL (1-12). Iz skupine 

izonikotinamida ispitano je 11 sintetiziranih spoja u istim koncentracijama 10 µg/mL (1-

11a) i 100 µg/mL(1-11). Istraživanje je provedeno u in vitro i in vivo uvjetima. Antifungalno 

djelovanje kvaternih piridinijevih spojeva ispitivalo se na polifagnim gljivama rodova 

Fusarium, Sclerotinia i Botryotinia (slika 1.). Vrste su navedenih rodova sljedeće: 

1. rod Fusarium (F. culmorum, F. oxysporum) 

2. rod Botryotinia (B. cinerea) 

3. rod Sclerotinia (S. sclerotiorum). 

 

Slika 1. Izolati korišteni u pokusu sedam dana od nacjepljivanja: a) B. cinerea, b) F. 

culmorum, c) S. sclerotiorum i d) F. oxysporum 

 (Izvor: T. Siber) 
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2.1. Izolacija i molekularna identifikacija patogena 

Za potrebe istraživanja antifungalnog učinka kvaternih piridinijevih spojeva, izolacija 

odabranih vrsta obavljena je sa zrna i biljnih dijelova koji su pokazivali simptome bolesti. 

Vrste Fusarium (F. culmorum i F. oxysporum) izolirane su sa zrna pšenice, B. cinerea 

izolirana je s ploda rajčice, dok je S. sclerotiorum izolirana sa stabljike rajčice. 

Izolacija i determinacija vrsta  

Biljni dijelovi ispirani su pod tekućom vodom, sterilnim skalpelom uzeti su dijelovi tkiva 

koji su zatim dezinficirani u 96 %-tnom etanolu 30 sekundi te isprani u sterilnoj destiliranoj 

vodi. Biljni dijelovi posušeni su filtar-papirom, nakon čega su stavljeni u Petrijeve zdjelice 

na hranjivu podlogu za uzgoj gljiva, krumpirov dekstrozni agar (KDA). Sve Petrijeve 

zdjelice inkubirane su u klima-komori na 22 ºC i svjetlosnom režimu 12 sati dan / 12 sati 

noć. Pregled je obavljen trećeg, petog i sedmog dana. Kada su se razvili reproduktivni organi 

(micelij/konidije), subkultivacijom na čisti KDA dobivene su čiste kulture.  

Morfološka identifikacija 

Morfološka je identifikacija do roda obavljena na temelju reprodukcijskih struktura (konidije 

ili sklerocije) uzimajući u obzir i kulturalne karakteristike gljiva. Budući da je slijedila 

molekularna identifikacija, nisu provođena biometrijska mjerenja. 

Ekstrakcija DNA, amplifikacija i sekvenciranje 

Za ekstrakciju DNA (dezoksiribonukleinske kiseline) korišten je micelij izolata sastrugan s 

ruba kolonije stare deset dana, uzgojene na KDA podlozi. 

Ukupan DNA iz izolata vrsta Fusarium izdvojen je primjenom OmniPrep™ for Fungi PCR 

kompleta (G-Biosciences Co., SAD). Lančana reakcija polimeraze (engl. Polymerase chain 

reduction, PCR) za vrste Fusarium provedena je s pomoću para početnica translacijskog 

elongacijskog faktora TEF -1α i EF2 (Karlsson i sur., 2016.). Za vrstu S. sclerotiorum 

korišten je par početnica (unutarnja prepisujuća razmaknica jezgrine ribosomske DNA) ITS1 

i ITS4 (White i sur, 1990.) (tablica 1.). PCR reakcijska smjesa sastavljena je od 12,5 µL 

EmeraldAmp® PCR ReadyMixa, 0,5 µL svake početnice, 11 µL vode bez nukleaze i 0,5 µL 

genomske DNA. PCR program bio je sljedeći: početni korak denaturacije na 95 °C u trajanju 

pet minuta, zatim 35 ciklusa denaturacije na 94 °C tijekom 30 s, renaturacije na 55 °C 
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tijekom 45 s i elongacije na 72 °C tijekom jedne minute i 30 sekundi, nakon čega je uslijedio 

završni korak elongacije na 72 °C tijekom deset minuta (tablica 2.). 

Ukupan DNA iz izolata B. cinerea izdvojena je korištenjem Extract-N-Amp™ Plant PCR 

kompleta (Sigma-Aldrich, Merck, Saint Louis, MO, SAD). PCR reakcija za izolat B. cinerea 

provedena je korištenjem parova početnica kao i za izolat S. sclerotiorum, ITS1/ITS4 (White 

i sur., 1990.) PCR reakcijska smjesa sastavljena je od 12,5 µL EmeraldAmp® PCR 

ReadyMixa, 0,5 µL svake početnice, 6,5 µL vode bez nukleaze i 5 µL genomske DNA. PCR 

program bio je sljedeći: početni korak denaturacije na 94 °C tijekom četiri minute, zatim 35 

ciklusa pojačanja s denaturacijom na 94 °C tijekom 35 s, renaturacija na 52 °C tijekom 55 s 

i elongacija na 72 °C tijekom jedne minute.  Završni korak elongacije proveden je na 72 °C 

tijekom deset minuta (tablica 2.). PCR reakcije provedene su korištenjem MiniAmp Plus 

Thermal Cycler (Applied Biosystems). PCR produkti vizualizirani su na UV svjetlu na 1 % 

agaroznom gelu korištenjem Kodak EDAS 290 sustava s UV transiluminatorom (UVITEC). 

Pročišćavanje PCR produkata provedeno je s pomoću Wizard® SV Gel i PCR Clean-Up 

System (Promega Corporation, Madison, SAD), a sekvenciranje PCR produkata provedeno 

je s pomoću Macrogen Europe (Amsterdam, Nizozemska). Sekvence su uređene u 

DNADynamo (Blue Tractor Software, North Wales, UK) i uspoređene sa sekvencama iz 

GenBank®. 

Tablica 1. Početnice korištene za PCR i sekvenciranje 

Izolati Početnice Sekvence 

B. cinerea 

S. sclerotiorum 

ITS1 

ITS4 

5′ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3′ 

5′ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3′ 

F. culmorum 

F.oxysporum 

EF1 TEF -1α 

EF2 

ATG GGT AAG GAR GAC AAG AC 

GGA RGT ACC AGT SAT CAT G 

  



Materijal i metode rada 

26 

Tablica 2. PCR program amplifikacije za ITS i EF1α regije (F. culmorum, F. oxsporum i S. 

sclerotiorum prema Karlsson i sur. (2016.) za ITS regiju (B. cinerea) prema Aktaruzzaman 

i sur. (2017.) 

ITS1/ITS4 i EF1 TEF -1α/EF2 

Početna 

denaturacija 

95 °C 

Ciklus 

35 x 

Denaturacija 

94 °C 

Renaturacija 

55 °C 

Elongacija 

 72 °C 

Završen 

ciklus 

Elongacija 

72 °C 

5 min 30 s 45 s 1 min 30 s 10 min 

ITS1/ITS4 (B. cinerea) 

Početna 

denaturacija 

94 °C 

Ciklus 

35 x 

Denaturacija 

94 °C 

Renaturacija 

52 °C 

Elongacija 

72 °C 

Završen 

ciklus 

Elongacija 

72 °C 

4 min 4 min 55 s 1 min 10 min 

 

2.2. Ispitivani spojevi 

Kvaterne piridinijeve soli korištene u istraživanju sintetizirane su na Zavodu za primijenjenu 

kemiju i ekologiju Prehrambeno-tehnološkog fakulteta u Osijeku, na Katedri za 

fundamentalnu kemiju, te okarakterizirani spektroskopskim metodama (Bušić i sur., 2017., 

Siber i sur. 2019., Bušić i sur., 2019.). 

Kvaterne piridinijeve soli dobivene su reakcijom kvaternizacije konvencionalnom sintezom 

u etanolu (Siber i sur.,2019.) te s pomoću alternativnih metoda: mikrovalnom sintezom 

(Siber i sur. 2019., Bušić i sur., 2019.) te sintezom u dubokim eutektičkim otapalima (Bušić 

i sur., 2020., Bušić i sur., 2022.).  Kao nukleofili korišteni su nikotinamid i izonikotinamid 

u kombinaciji s različitim elektrofilima: alkil-halogenidi (metil-jodid), alkil-dihalogenidi 

(dibrompropan i dijodpropan) te i različito supstituirani 2-bromacetofenoni (4-Cl, 4-Br, 4-

H, 4-CH3, 4-F, 4-OCH3, 4-Ph, 2-OCH3, 4-NO2). Strukture nikotinamidnih i 

izonikotinamidnih derivata prikazane su u tablicama 3. i 4. (vidjeti prilog). 

2.3. In vitro uvjeti istraživanja 

 

2.3.1. Utjecaj sintetiziranih spojeva na porast micelija   
 

In vitro testovi utjecaja sintetiziranih spojeva na porast micelija provedeni su prema metodi 

Wu i sur. (2013.). Antifungalni test porasta micelija proveden je u četirima ponavljanjima 

za svaku ispitivanu patogenu vrstu (F. culmorum, F. oxysporum, B. cinerea i S. 
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sclerotiorum) i svaki sintetizirani spoj u dvjema koncentracijama. Za antifungalne testove 

koristila se hranjiva podloga (KDA) i sterilizirane Petrijeve zdjelice promjera 90 mm. Nakon 

autoklaviranja, podloga je ohlađena na 50 – 60 ºC. U 49 mL hranjive podloge umiješao se 

1 mL sintetiziranog spoja određene koncentracije. 

Za negativnu kontrolu korišten je 1 % DMSO (dimetilsulfoksid), dok su za pozitivnu 

kontrolu korišteni komercijalni fungicidi, ovisno o vrsti patogena. Za patogene F. culmorum 

i F. oxysporum primijenjen je fungicid s aktivnim tvarima difenkonazol i tebukonazol u 

koncentraciji 0,4 %, odnosno 1400 µg/ml (400 µg difenkonazola i 1000 µg tebukonazola). 

Za S. sclerotiorum korišten je fungicid s istim djelatnim tvarima, ali u preporučenim manjim 

dozama. U pozitivnoj kontroli primijenjen je fungicid u koncentraciji 0,2 %, odnosno 700 

µg/ml (200 µg difenkonazola i 500 µg tebukonazola). U pozitivnoj kontroli za B. cinerea 

primijenjen je fungicid s aktivnom tvari fenheksamid u koncentraciji 0,1 %, odnosno 500 

µg/ml djelatne tvari. 

Svaka od četiriju Petrijevih zdjelica ispunjena je s 12,5 mL KDA i određenog spoja. Isječak 

čistog micelija gljive stare do deset dana uzimao se kružnim rezačem promjera 4 mm s KDA 

podloge i steriliziranom iglom prenosio u središte prethodno ispunjene Petrijeve zdjelice. 

Nacjepljivanje i svi navedeni postupci odrađeni su u sterilnim uvjetima, u laminaru. 

Zatim je uslijedila njihova inkubacija u Aralab klima-komori 22 ± 1 °C, uz 12 sati svjetla / 

12 sati mraka i 70 % relativne vlažnosti zraka.  

Prvo mjerenje porasta micelija svake gljive bilo je 48 sati nakon inokulacije. Mjerenja su se 

provodila do 168 sati (ovisno o vrsti patogena) u dvama (okomitim) smjerovima kako bi 

mjerenje bilo preciznije (slika 2.). Za svaki tretman izračunavao se prosječan porast micelija 

izražen u milimetrima te inhibicijski učinak spoja. 
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Slika 2. Mjerenje porasta micelija u dvama različitim smjerovima (Izvor: T. Siber) 
 

In vitro inhibicijski učinak ispitivanih spojeva na patogene izračunan je prema formuli koju 

navode Wu i sur. (2013.): 

𝐼 (%) =
𝐶 − 𝑇

C − 4
× 100 

pri čemu je: 

I (%)  − postotak inhibicije porasta micelija na ispitivanim spojevima 

C – promjer rasta gljive na čistom KDA 

T – promjer rasta gljive na tretiranom KDA. 

 

Na temelju mjerenja porasta micelija prvi put nakon 48 h, a zatim svakih 24 h do 144 h, 

izračunana je vrijednost ET50 za svaki sintetizirani spoj. ET50 označava vrijeme potrebno da 

micelij dosegne 50 % svojeg maksimalnog porasta. 

2.3.2. Utjecaj sintetiziranih spojeva na klijavost konidija i dužinu kličnih cijevi izolata B. 

cinerea 

 Ispitivanje inhibicijskog učinka sintetiziranih spojeva na klijavost konidija i dužinu kličnih 

cijevi provedeno je za B. cinerea. Pokus je postavljen u dvama ponavljanjima za svaki 

sintetizirani spoj u koncentracijama 10 µg/mL i 100 µg/mL. Kao negativna kontrola 

korišten je 1 %-tni DMSO, dok je za pozitivnu kontrolu korišten komercijalni fungicid u 

preporučenoj dozi, odnosno količina djelatne tvari iznosila je 500 µg/mL. Također je 

postavljena kontrolna varijanta s destiliranom vodom. Izolat B. cinerea uzgajao se na KDA 

podlozi s dodatkom antibiotika (streptomicin). Sljedećih sedam dana izolat je inkubiran u 

Aralab klima-komori na 22 ± °C. Neprekidno osvjetljenje u klima-komori bilo je 

postavljeno u trajanju tri dana kako bi se potaknulo stvaranje konidija. Za in vitro test 

klijavosti konidija korištene su konidije stare do deset dana prema modificiranoj metodi 

koju navode Cao i sur. (2016.). Nakon skidanja s KDA podloge, konidije su filtrirane, a 
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zatim razrijeđene do koncentracije 1 × 108 spora po mililitru sterilne vode (slike 3. i 4.). 

Koncentracija spora određena je s pomoću Neubauerova hemocitometra. 
 

  

Slika 3. Struganje konidija B. cinerea Slika 4. Filtriranje konidija B. cinerea 

(Izvor: T. Siber) 

Dobivena suspenzija konidija (0,784 mL) i određena koncentracija spoja (0,016 mL) 

nanosili su se pipetom u Petrijeve posudice promjera 60 mm na čistu KDA podlogu. Nakon 

toga, posudice su inkubirane u klima komori na 25 °C i 90 % relativne vlage zraka, tijekom 

četiri sata. Identičan postupak ponovljen je za pozitivnu i negativnu kontrolu gdje su 

korišteni komercijalni fungicid i 1%-tni DMSO. Također, postavljena je i kontrolna 

varijanta s destiliranom vodom.  

Od 100 kondija po tretmanu (4 ponavljanja po 25 konidija), bilježio se broj isklijalih konidija 

i mjerila dužina kličnih cijevi s pomoću Olympusova mikroskopa BX41 (slika 5.). Konidije 

su se smatrale klijavima ako je klična cijev jednaka ili veća od dužine konidija (Qin i sur., 

2010.). 
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Slika 5. Klijave konidije B.cinerea (Izvor: T. Siber) 

Prema formuli koju navode Youssef i sur. (2019.) izračunavao se postotak smanjenja/ 

inhibicije klijavih konidija: 

smanjenje(%) klijavih konidija =
gc −  gt

 gc
× 100 

pri čemu je: 

gc – prosječna klijavost konidija izolata u kontroli 

gt – prosječna klijavost konidija izolata na određenoj koncentraciji sintetiziranog spoja. 

Zatim se izračunavala prosječna dužina klične cijevi za svaku koncentraciju spoja te u 

kontrolnoj varijanti. Za vrijednosti prosječne dužine klične cijevi određivao se postotak (%) 

inhibicije rasta klične cijevi za obje koncentracije spoja i kontrole (čisti KDA):  

% 𝐼𝑛 = (𝑑𝑐 − 𝑑𝑡) / 𝑑𝑐) × 100 

pri čemu je: 

 % In – postotak inhibicije rasta klične cijevi  

dc – prosječna dužina klične cijevi izolata na kontroli  

dt – prosječna dužina klične cijevi izolata pri određenoj koncentraciji sintetiziranog spoja. 

2.4. In vivo uvjeti istraživanja 

Za in vivo test primjenjivali su se spojevi koji su pokazali dobar inhibicijski učinak u in vitro 

testovima. 

In vivo test porasta micelija i sporulacija primjenjivao se ovisno o vrsti gljive. Testovi su se 

provodili na prirodnim supstratima na kojima se provodila umjetna infekcija, a supstrati su 

sljedeći:  

rod Fusarium (F. culmorum) – pšenica  

rod Botryiotinia (B. cinerea) – plod rajčice 

rod Sclerotinia (S. sclerotiorum) – mrkva.  

 

2.4.1. Utjecaj sintetiziranih spojeva na porast micelija B. cinerea – in vivo test na plodovima     

rajčice 

In vivo test utjecaja sintetiziranih spojeva na porast micelija B. cinerea proveden je 
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odabranim spojevima koji su pokazali najbolji antifungalni učinak u in vitro testu. In vivo 

test proveden je prema modificiranoj metodi koju navode Hao i sur. (2020.) na neoštećenim 

plodovima rajčice (sorta Endeavour) srednje veličine. Izolat B. cinerea uzgojen je na KDA 

podlozi s dodatkom antibiotika. Za umjetnu infekciju korišten je izolat prethodno inkubiran 

sedam dana. Prije umjetne infekcije, rajčice su  sterilizirane 1 %-tnom otopinom NaClO 

(natrijev hipoklorit) tijekom dvije minute, a zatim isprane destiliranom vodom i osušene na 

sobnoj temperature (slika 6.). Na osušenim i dezinficiranim plodovima rajčice napravljena 

je ranica s pomoću igle. 

 

Slika 6. Dezinfekcija i sušenje plodova rajčice (Izvor: T. Siber) 

U svaku se ranu s pomoću mikropipete ubrizgavala određena koncentracija odabranog 

piridinijeva spoja. Ubrizgavanje 1 %-tnog DMSO-a u plodove rajčica predstavljalo je 

negativnu kontrolu, dok je pozitivna kontrola bila rajčica u koju je ubrizgan komercijalni 

fungicid u preporučenoj dozi (količina djelatne tvari iznosila je 500 µg/mL).  Dva do tri sata 

nakon tretmana kružnim rezačem promjera 4 mm uzimao se isječak micelija KDA rastuće 

kulture i sterilnom iglom stavljao na rane plodova. Svaki je tretman postavljen u četiri 

ponavljanja, s po četiri rajčice. Plodovi rajčice stavljeni su na vlažan upijajući papir u 

plastične posudice kako bi zadržali vlažnost, a svaka je posudica stavljena u plastičnu 

vrećicu (slika 7.).  
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Slika 7. Ubrizgavanje sintetiziranog spoja (Izvor: T. Siber) 

Sve su posudice inkubirane na sobnoj temperaturi tijekom razdoblja praćenja i mjerenja 

porasta micelija. Promjer porasta micelija mjerio se 48, 72, 96, 120 i 144 sati nakon umjetne 

infekcije. 

2.4.2. Utjecaj sintetiziranih spojeva na rast klijanaca pšenice inokuliranih patogenom F. 

culmorum – in vivo test na pšenici 

Utjecaj odabranih sintetiziranih spojeva na razvoj F. culmorum ispitan je na klijancima 

pšenice (sorta Sofru) prema modificiranoj metodi Mesterhazy (1978.). F. culmorum uzgojen 

je na KDA podlozi s dodatkom antibiotika te inkubiran u klima-komori na 22 ± °C, uz  12h 

svjetla / 12h mraka, u trajanju do deset dana. Nakon uzgoja čiste kulture F. culmorum, 

uslijedila je priprema suspenzije spora koja je poslužila za kontaminaciju supstrata (pijesak). 

Suspenzija spora dobivena je skidanjem micelija s čiste kulture s pomoću dezinficiranog 

skalpela te homogenizacijom uz dodatak destilirane vode. Suspenzija je postavljena do 

koncentracije od 1 × 105, a koncentracija je spora određena s pomoću Neubauerova 

hemocitometra. 

Prije postavljanja pokusa, pijesak je steriliziran u sušioniku na 130 °C tijekom pet sati.  

Pokus je postavljen u sedam tretmana, u trima ponavljanjima, po 15 zrna pšenice: 

1.  zrna pšenice tretirana DMSO-om i posijana u kontaminirani pijesak (DMSO/KP) 

2. zrna tretirana fungicidom posijana u kontaminirani pijesak (F/KP) 

3. zrna pšenice tretirana sintetiziranim spojem i posijana u kontaminirani pijesak (S/KP) 

4. zrna pšenice posijana u kontaminirani pijesak (ZP/KP) 

5. zrna pšenice posijana u sterilni pijesak (ZP/SP) 
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6. zrna pšenice tretirana sintetiziranim spojem i posijana u sterilni pijesak (S/SP) 

7. zrna pšenice tretirana DMSO-om i posijana u sterilni pijesak (DMSO/SP). 

Posudice označene tretmanima DMSO/KP, F/KP, S/KP i ZP/KP zalijevane su suspenzijom 

inokuluma, dok su posudice označene tretmanima ZP/SP, S/SP i DMSO/SP bile zalijevane 

destiliranom vodom. Sve su posudice bile pokrivene aluminijskom folijom i ostavljene na 

sobnoj temperaturi 24 sata kako bi se postigla što uspješnija kontaminacija pijeska 

patogenom. 

Nakon 24 sata uslijedila je dezinfekcija zdravih zrna pšenice u 70 %-tnom etanolu u trajanju 

deset minuta. Zrna su zatim isprana destiliranom vodom te posušena. Dezinficirana i 

posušena zrna pšenice natopljena su u 49 mL destilirane vode i 1 mL određenog piridinijeva 

spoja ili 50 mL destilirane vode u trajanju 4 h (slika 8.).  

 

Slika 8. Dezinficirana zrna pšenice natopljena u određeni ispitivani spoj 

 (Izvor: T. Siber) 

Nakon 4 h zrna su pšenice posijana u kontaminirani, odnosno sterilni pijesak. Zrna 

potopljena u 1 %-tnom DMSO-u te posijana u kontaminirani pijesak predstavljaju negativnu 

kontrolu, dok su zrna tretirana komercijalnim fungicidom i posijana u kontaminirani pijesak 

pozitivna kontrola. Kako bi se omogućilo zadržavanje vlage, posudice su bile prekrivene 

aluminijskom folijom. Postavljen pokus bio je pod folijom na sobnoj temperaturi 48 h, 

odnosno do pojave prvih klijanaca. Uslijedilo je skidanje aluminijske folije i stavljanje 

posudica u komoru za rast na temperaturu 22 ºC i svjetlosni režim 12 sati dan / 12 sati noć 

te 70 % relativne vlage zraka (slika 9.). 
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Slika 9. Nakon pojave prvih klijanaca posudice s pokusom prebačene u komoru za rast 

(Izvor: T. Siber) 

Sljedećih jedanaest dana praćen je rast. Ocjenjivanje zdravih i bolesnih klijanaca te ostala 

mjerenja potrebna za dobivanje rezultata pokusa uslijedila su jedanaest dana od sjetve 

pšenice. Nakon prebrojavanja isklijalih biljaka (određivanje klijavosti), biljke su izvađene 

iz posudica te isprane vodom kako bi se odstranio pijesak s korijena (slika 10.).  

 

Slika 10. Prebrojavanje i ispiranje isklijalih biljaka (Izvor: T. Siber) 

Intenzitet zaraze klijanaca ocijenjen je skalom od 0 do 5 (0 = zdrav klijanac; 5 = visok 

stupanj zaraze, nema klice). Indeks bolesti izračunan je prema McKinney (1923.) metodi s 

pomoću sljedeće formule:  

I = ∑
n × k

 N × k
× 100 
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pri čemu je:  

n – broj biljaka u svakoj kategoriji 

k – ocjena svake kategorije 

N – ukupan broj ispitanih biljaka 

K – najveća ocjena na skali (u ovom slučaju pet). 

Sve su biljke fotografirane po tretmanima i ponavljanjima, a dužina biljke i korijena pšenice 

određivala se s pomoću programskog softvera ImageJ.  

Uslijedilo je odvajanje korijena od biljke te vaganje svježe mase korijena i svježe mase vlati 

za svaki tretman (slika 11.). Suha masa korijena i vlati određena je ponovnim vaganjem 

nakon procesa liofilizacije u trajanju od 24 h. Nakon toga uslijedile su analiza i obrada 

dobivenih rezultata pokusa. 

 

Slika 11. Priprema biljaka za određivanje dužine biljke i korijena pšenice, odvajanje 

korijena od biljke (Izvor: T. Siber) 
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2.4.3. Utjecaj sintetiziranih spojeva na porast micelija S. sclerotiorum – in vivo test na 

mrkvi 

Izolat S. sclerotiorum uzgajao se na KDA podlozi s dodatkom antibiotika. Za umjetnu 

infekciju korišten je izolat prethodno inkubiran sedam dana. Prema modificiranoj metodi 

Hao i sur. (2020.) in vivo test utjecaja odabranih sintetiziranih spojeva na S. sclerotiorum 

proveden je na mrkvi srednje veličine (sorta Napoli). Prije umjetne infekcije mrkve su 

sterilizirane 1 %-tnom otopinom NaClO (natrijev hipoklorit) tijekom dvije minute, a zatim 

su isprane destiliranom vodom i osušene na sobnoj temperaturi. Na osušenim i 

dezinficiranim mrkvama napravljene su rane s pomoću steriliziranog skalpela. U svaku ranu 

primijenjena je određena koncentracija sintetiziranog spoja s pomoću mikropipete. Primjena 

1 %-tnog DMSO-a u rane mrkve predstavljala je negativnu kontrolu, dok je pozitivna 

kontrola bila mrkva na koju je primijenjen komercijalan fungicid u preporučenoj dozi. 

Količina primijenjene djelatne tvari iznosila je 700 µg/ml (200 µg difenkonazola i 500 µg 

tebukonazola) (slika 12.). Također je postavljena čista kontrola s destiliranom vodom. Tri 

sata nakon tretmana kružnim rezačem uzet je isječak micelija KDA kulture stare sedam dana 

i sterilnom iglom umetnut u usjekline na mrkvi. Svaki je tretman ponovljen četiri puta, s 

četirima komadima mrkve u svakom ponavljanju. Vlažnost je mrkve održavana stavljanjem 

na vlažan upijajući papir u plastične posudice pri čemu je sterilna vata, po potrebi vlažena 

sterilnom vodom, postavljena u središte svake posudice (slika 14.). Inkubacija je provedena 

na sobnoj temperaturi. Promjer porasta micelija mjerio se 48 sati, 120 sati i 168 sati nakon 

umjetne infekcije.  

  

Slika 12. Primjena sintetiziranog spoja Slika 13. Postavljeni pokus 

(Izvor: T. Siber) 
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Test klijavosti sklerocija 

Utjecaj sintetiziranih spojeva na klijavost sklerocija ispitan je prema modificiranoj metodi 

Li i sur. (1993.). Sklerocije su prikupljene s prirodnog supstrata (mrkve) posljednji dan 

mjerenja porasta micelija S. sclerotiorum, odnosno 168 sati nakon inokulacije mrkve. 

Sklerocije su prikupljene iz svakog ponavljanja i tretmana sa spojevima određene 

koncentracije, kao i one iz negativne, pozitivne i čiste kontrole, te su prebrojane i pohranjene 

u hladnjak na 4 °C tijekom tri mjeseca. Nakon tri mjeseca sklerocije su bile potopljene u 

sterilnu destiliranu vodu 30 minuta. Svaki je tretman bio postavljen u četiri ponavljanja, s 

deset sklerocija u svakom ponavljanju. Sklerocije su zatim postavljene na vlažan filtar-papir 

u Petrijeve zdjelice i inkubirane na sobnoj temperaturi uz vlaženje filtar-papira prema potrebi 

(slika 14.). Nakon sedam dana uslijedilo je brojenje isklijalih sklerocija s pomoću Olympus 

SZX10 stereo mikroskopa (slika 15.).  

Iz dobivenih podataka o broju isklijalih sklerocija izračunavala se inhibicija klijavosti (%) s 

pomoću formule koju navode Li i sur. (1993.): 

% inhibicije klijanja =
broj klijavih sklerocija u kontroli − broj klijavih sklerocija u tretmanu

broj klijavih sklerocija u kontroli 
× 100 

 

Slika 14.  Postavljanje sklerocija na klijanje  (Izvor: T. Siber) 
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Slika 15. Brojanje isklijalih sklerocija (Izvor: T. Siber) 

2.5. Statistička obrada podataka 

Statističke analize podataka in vitro i in vivo napravljene su s pomoću statističkog SAS 

programa (SAS 9.4 for Windows, 2017 i SAS Enterprise Guide 7.1.) te SPSS ver. 27.0. 

(SPSS ver 27.0., IBM Corporation, Armonk, NY, 2020.). Podatci su izraženi kao aritmetička 

sredina (M), standardna pogreška aritmetičke sredine (SPM) te 95 % granice pouzdanosti za 

parametar ET50.  

Za usporedbu među skupinama u in vitro istraživanju, odnosno razlike utjecaja spojeva na 

porast micelija po različitim satima od inokulacije u odnosu na kontrole (čisti KDA i 

fungicid) ispitane su t-testom, dok je za usporedbu među skupinama u in vivo istraživanju 

korištena jednosmjerna analiza varijance (ANOVA). Kako bi se ispitalo između kojih grupa 

točno postoji razlika, kao post-hoc test odabran je Tukeyjev test višestruke usporedbe 

(Rowe, 2015.). Analiza varijance u odnosu na neke druge parametrijske testove, npr. t-test, 

omogućava korekciju vjerojatnosti na višestruko istovremeno testiranje (npr. Bonferronijeva 

korekcija).  

Svi primijenjeni testovi bili su dvosmjerni. Statistički značajnim smatrane su p vrijednosti 

manje ili jednake 0,05.  

ET50, odnosno razdoblje (izraženo u satima) potrebno da micelij dosegne 50 % svojeg 

maksimalnog porasta te 95 %-tni interval pouzdanosti izračunani su Finney probit metodom 
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(SPSS ver 27.0.) pri čemu su podatci o vremenu porasta micelija po uzorku logaritmirani te 

je provedena nelinearna regresija s uklapanjem krivulje. Ako se 95 % intervala pouzdanosti 

za ET50 analiziranih fungicida ne preklapa, smatra se da fungicidi imaju statistički značajno 

različito antifungalno djelovanje.  
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3. REZULTATI ISTRAŽIVANJA 

Istraživanje je provedeno u in vitro uvjetima gdje su testirane ukupno 23 kvaterne 

piridinijeve soli u dvjema različitim koncentracijama. Na temelju dobivenih podataka o 

inhibiciji rasta micelija patogena, otkriveni su spojevi koji su pokazali inhibicijski učinak na 

neke ili sve ispitivane patogene. Nakon toga, provedeno je in vivo istraživanje kako bi se 

procijenio inhibicijski učinak odabranih spojeva na patogene. In vivo istraživanje provedeno 

je na prirodnom supstratu, na odabranim domaćinima za svaku vrstu patogena. Slijedom 

toga, u ovom poglavlju prvo su prikazani rezultati in vitro, zatim in vivo istraživanja. 

3.1. Rezultati in vitro istraživanja 

Kako bi se ispitalo (cilj 1.) razlikuju li se kvaterne piridinijeve soli međusobno u 

antifungalnom djelovanju na porast micelija fitopatogenih gljiva F. culmorum, F. oxysprum, 

S. sclerotiorum i B. cinerea te (cilj 4.) postoji li razlika u antifungalnom djelovanju kvaternih 

piridinijevih soli i komercijalnih fungicida na porast micelija navedenih fitopatogenih gljiva, 

proveden je t-test. Rezultati su u nastavku prikazani zasebno za derivate nikotinamida 

(koncentracija 10 µg/mL) te derivate izonikotinamida (koncentracija 10 µg/mL i 

koncentracija 100 µg/mL) za pojedine vrste fitopatogenih gljiva kao i za različita vremena 

inkubacije. 

3.1.1. Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida i izonikotinamida na porast micelija  

S. sclerotiorum 

Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida i izonikotinamida (koncentracija 10 µg/mL i 100 

µg/mL) i komercijalnog fungicida na porast micelija S. sclerotiorum 

Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida (koncentracija 10 µg/mL i 100 µg/mL) 

uspoređeno je s kontrolom (čisti KDA) i komercijalnim fungicidom za fitopatogenu gljivu 

S. sclerotiorum. Rezultati istraživanja pokazali su da ni kod jednoga derivata nikotinamida 

s primijenjenom koncentracijom od 10 µg/mL nije utvrđeno potpuno (100 %) suzbijanje 

porasta micelija (tablica 5.). Međutim, svi derivati nikotinamida s primijenjenom 

koncentracijom 10 µg/mL imali su statistički značajno bolje antifungalno djelovanje u 

odnosu na kontrolu (čisti KDA), bez obzira na vrijeme inkubacije. S druge strane, 

usporedbom tih spojeva i komercijalnog fungicida, odnosno pozitivne kontrole, isti su bili 

statistički značajno manje učinkoviti u suzbijanju porasta micelija S. sclerotiorum (p ≤ 0,05).   
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Primjenom derivata nikotinamida u koncentraciji od 100 µg/mL (tablica 6), nijedan spoj nije 

potpuno (100 %) suzbio porast micelija. Ipak, svi spojevi pokazali su statistički značajno 

bolje antifungalno djelovanje u odnosu na kontrolu (čisti KDA), bez obzira na vrijeme 

inkubacije.   

S druge strane, usporedbom derivata nikotinamida primijenjenih u koncentraciji od 100 

µg/mL i komercijalnog fungicida, odnosno pozitivne kontrole gotovo svi derivati 

nikotinamida bili su statistički značajno manje učinkoviti u suzbijanju porasta micelija 

patogena S. sclerotiorum (p ≤ 0,05). Za neke je spojeve utvrđena podjednaka učinkovitost 

za različito vrijeme inkubacije. Na primjer, spojevi (9) i (10) nisu se statistički značajno 

razlikovali u antifungalnom djelovanju od komercijalnog fungicida 48 sati nakon inkubacije.  

Slično tomu, spoj (10) bio je podjednako učinkovit u suzbijanju porasta micelija kao i 

komercijalni fungicid tijekom svih pet dana mjerenja. Srednja vrijednost porasta micelija 

patogena s navedenim spojem u koncentraciji od 100 µg/mL kretala se od 5,00 do 6,50 mm, 

dok je za komercijalni fungicid iznosila 4,00 mm tijekom svih pet mjerenja. Treba istaknuti 

antifungalno djelovanje spoja (12). Iako je postojala statistička razlika u odnosu na pozitivnu 

kontrolu, taj spoj pokazao je blagi porast tijekom svih pet dana mjerenja. Njegovo 

antifungalno djelovanje bilo je do 70 % učinkovitije od kontrole (čisti KDA). 

Usporedbom srednjih vrijednosti porasta micelija može se zaključiti da primjena veće 

koncentracije (100 µg/mL) većina derivata nikotinamida ima bolje antifungalno djelovanje 

na micelij patogena S. sclerotiorum u odnosu na njihovo djelovanje pri manjoj koncentraciji 

(10 µg/mL).  
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Antifungalno djelovanje derivata izonikotinamida (koncentracija 10 µg/mL i 100 µg/mL) i 

komercijalnog fungicida na porast micelija S. sclerotiorum 

Kao što se može vidjeti u tablici 7., ni u jednoga derivata izonikotinamida s primijenjenom 

koncentracijom od 10 µg/mL nije utvrđeno potpuno (100 %) suzbijanje porasta micelija 

patogena S. sclerotiorum. Ipak, svi su derivati izonikotinamida s primijenjenom 

koncentracijom od 10 µg/mL imali značajno bolje antifungalno djelovanje u odnosu na 

kontrolu (čisti KDA), bez obzira na vrijeme inkubacije. Usporedbom tih spojeva s 

komercijalnim fungicidom dobivene su također statistički značajne razlike među njima pri 

čemu je većina derivata izonikotinamida imala značajno slabije antifungalno djelovanje. 

Izuzetak je spoj (12) koji je bio podjednako učinkovit kao i komercijalni fungicid 48, 72 i 

96 sati nakon inkubacije. Srednja vrijednost porasta micelija patogena djelovanjem tog spoja 

u koncentraciji od 10 µg/mL kretala se od 6,00 do 9,33 mm, dok je za komercijalni fungicid 

tijekom svih pet mjerenja iznosila 4,00 mm. 

Kao i kod derivata izonikotinamida s primijenjenom koncentracijom od 10 µg/mL, ni kod 

istih derivata s primijenjenom koncentracijom od 100 µg/mL nije utvrđeno potpuno (100 %) 

suzbijanje porasta micelija (tablica 8.).  

Svi derivati izonikotinamida s primijenjenom koncentracijom 100 µg/mL u odnosu na 

kontrolu (čisti KDA) imali su značajno bolje antifungalno djelovanje bez obzira na vrijeme 

inkubacije. Usporedbom tih spojeva s komercijalnim fungicidom dobivene su također 

statistički značajne razlike među njima pri čemu je većina derivata izonikotinamida imala 

značajno slabije antifungalno djelovanje. Ponovno je izuzetak spoj (12) koji je bio 

podjednako učinkovit kao i komercijalni fungicid 48, 96, 120 i 144 h nakon inokulacije. 

Primjenom veće koncentracije spoja (12), srednja vrijednost porasta micelija kretala se od 

4,75 do 9,0 mm, dok je kod primjene fungicida iznosila od 4,00 do 7,00 mm. 
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3.1.2. Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida i izonikotinamida na porast micelija  

F. oxysporum 

Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida (koncentracija 10 µg/mL i 100 µg/mL) i 

komercijalnog fungicida na porast micelija  F. oxysporum 

Slično analizi za fitopatogenu gljivu S. sclerotiorum, antifungalno djelovanje derivata 

nikotinamida (koncentracija 10 µg/mL i koncentracija 100 µg/mL) uspoređeno je t-testom s 

kontrolom (čisti KDA) i komercijalnim fungicidom na porast micelija fitopatogene gljive 

F.oxysporum. 

Kao što se može vidjeti u tablicama 9. i 10., ni jedan derivat nikotinamida nije u potpunosti 

(100 %) suzbio porast micelija fitopatogene gljive F. oxysporum, bez obzira na primijenjenu 

koncentraciju i vrijeme inkubacije. Pri primjeni u koncentraciji od 10 µg/mL, svi derivati 

nikotinamida pokazali su statistički značajno bolje antifungalno djelovanje od kontrole (čisti 

KDA), bez obzira na vrijeme inkubacije. Spoj (4) izdvojio se kao najučinkovitiji, pokazujući 

najbolje antifungalno djelovanje i najmanji porast micelija tijekom svih pet mjerenja.  

Spoj (1) imao je najslabije antifungalno djelovanje nakon 72, 96, 120 i 144 sata inkubacije. 

Neki spojevi pokazuju bolje antifungalno djelovanje s spomoću duljeg vremena inkubacije 

u odnosu na prvih 48 sati inkubacije. Na primjer, spoj (12) pokazuje vrlo dobar učinak tek 

144 sata nakon inokulacije. Svi derivati nikotinamida primijenjeni u koncentraciji 10 µg/mL 

imali su značajno slabije djelovanje od komercijalnog fungicida.  

Slični rezultati dobiveni su i za primijenjenu koncentraciju od 100 µg/mL (tablica 10.).  Spoj 

(1) pokazao je vrlo dobro antifungalno djelovanje primjenom više koncentracije nakon 96 

sati, 120 sati i 144 sata inkubacije. Svi derivati nikotinamida primijenjeni u koncentraciji 

100 µg/mL imali su statistički značajno slabije antifungalno djelovanje na porast micelija S. 

sclerotiorum u odnosu na komercijalni fungicid.  

Spoj (1) pokazao je vrlo dobro antifungalno djelovanje pri višoj koncentraciji nakon 96 sati, 

120 sati i 144 sata inkubacije. Kod primjene spoja (1) povećanjem koncentracije povećava 

se i njegovo antifungalno djelovanje. 

Najbolje antifungalno djelovanje 48 sati nakon inkubacije primijećeno je kod spojeva (3), 

(5), (6) i (9). Spojevi (5) i (6) zadržali su antifungalno djelovanje bez obzira na vrijeme 

inkubacije. 
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Antifungalno djelovanje derivata izonikotinamida (koncentracija 10 µg/mL i 100 µg/mL) i 

komercijalnog fungicida na porast micelija F. oxysporum 

 

Antifungalno djelovanje derivata izonikotinamida (koncentracija 10 µg/mL i koncentracija 

100 µg/mL) također je uspoređeno t-testom s kontrolom (čisti KDA) i komercijalnim 

fungicidom. 

Na temelju rezultata prikazanih u tablicama 11. i 12. ni jedan od spojeva derivata 

izonikotinamida nije u potpunosti (100 %) suzbio porast micelija fitopatogene gljive F. 

oxysporum bez obzira na primijenjenu koncentraciju i vrijeme inkubacije. Kada je riječ o 

primijenjenoj koncentraciji od 10 µg/mL, svi su derivati izonikotinamida imali bolje 

antifungalno djelovanje od kontrole (čisti KDA), bez obzira na vrijeme inkubacije. Spojevi 

(12) i (4) imali su najveći utjecaj na smanjeni porast micelija patogena, odnosno najbolje 

antifungalno djelovanje tijekom svih pet mjerenja. 

 Derivati izonikotinamidni pokazuju razinu antifungalne aktivnosti protiv fitopatogene 

gljive F. oxysporum i pri nižim koncentracijama. S druge pak strane njihova učinkovitost 

nije dostigla razinu komercijalnog fungicida, odnosno imali su statistički značajno slabiji 

učinak od komercijalnog fungicida (tablica 11.).  

Slični rezultati dobiveni su i za primijenjenu koncentraciju od 100 µg/mL (tablica 12.) pri 

kojoj svi derivati izonikotinamida pokazuju bolje antifungalno djelovanje od kontrole (čisti 

KDA), bez obzira na vrijeme inkubacije. Najbolje antifungalno djelovanje pri koncentraciji 

od 100 µg/mL pokazali su spojevi (7), (9) i (3) 48 sati nakon inokulacije. Spoj (12) imao je 

najbolje antifungalno djelovanje pri mjerenju porasta micelija 72 sata nakon inokulacije te 

144 sata nakon inokulacije. 
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3.1.3. Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida i izonikotinamida na porast micelija 

F. culmorum 

Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida na porast micelija F. culmorum  

Kao što se može vidjeti u tablicama 13. i 14., ni jedan derivat nikotinamida nije u potpunosti 

(100 %) suzbio porast micelija fitopatogene gljive F. culmorum, bez obzira na primijenjenu 

koncentraciju i vrijeme inkubacije.  

Kada je riječ o primijenjenoj koncentraciji od 10 µg/mL (tablica 13.), statistički značajno 

slabiji porast gljive u odnosu na kontrolu (čisti KDA) utvrđen je kod primjene 

nikotinamidnih derivata (1), (4), (5) i (6). Nakon 72 sata inkubacije, nije bilo razlike u porastu 

micelija u odnosu na kontrolu (čisti KDA) samo kod primjene spojeva (1) i (12). Nakon 96 

sati inkubacije utvrđene su značajne razlike između spojeva i obiju kontrola. Međutim, 

nakon 144 sata inkubacije ni jedan spoj nije pokazao razliku u odnosu na kontrolu (čisti 

KDA). U usporedbi s komercijalnim fungicidom, svi spojevi u koncentraciji od 10 µg/mL 

imali su značajno slabiji inhibitorni učinak bez obzira na vrijeme inkubacije.  

Kada je riječ o primijenjenoj koncentraciji od 100 µg/mL (tablica 14), 48 sati od inokulacije 

sedam od 12 derivata nikotinamida imalo je bolje antifungalno djelovanje na porast micelija 

F. culmorum od kontrole (čisti KDA). Izuzetci su spojevi (7), (8), (10), (11) te (12) za koje 

nisu utvrđene statistički značajne razlike. 

Treba istaknuti da je u odnosu na iste spojeve, ali primijenjene u manjoj koncentraciji (10 

µg/mL), veći broj spojeva u koncentraciji od 100 µg/mL imao bolji inhibitorni učinak od 

kontrole (čisti KDA) nakon 48 sati inkubacije (slika 14.). Nadalje, rezultati nakon 72 sata od 

inokulacije pokazuju da se spojevi  (5), (8), (10), (11) te (12) nisu statistički značajno 

razlikovali u inhibiciji micelija od kontrole (čisti KDA). No, 96 sati od inokulacije svi 

nikotinamidni piridinijevi spojevi imali su značajno bolje djelovanje na porast micelija od 

kontrole.  

Slično kao i kod koncentracije od 10 µg/mL, gotovo svi derivati nikotinamida u 

primijenjenoj koncentraciji od 100 µg/mL nisu imali inhibitoran učinak na porast micelija 

120 sati i 144 sati od inokulacije.  
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Slika 16. Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida različitih koncentracija na 

porast F. culmorum primjenom: a) pozitivna kontrola, b) 8  (100 µg/mL) c) 8 (10 

µg/mL), d) čisti KDA, 72 h nakon inokulacije  

 (Izvor: T. Siber) 
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Antifungalno djelovanje derivata izonikotinamida na porast micelija F. culmorum 

Kao što se može vidjeti u tablicama 15. i 16., ni jedan od spojeva derivata izonikotinamida 

nije u potpunosti (100 %) suzbio porast micelija fitopatogene gljive F. culmorum bez obzira 

na primijenjenu koncentraciju i vrijeme inkubacije.  

Kada je riječ o primijenjenoj koncentraciji od 10 µg/mL, 48 sati od inokulacije gotovo svi 

spojevi imali su značajno slabije antifungalno djelovanje na porast micelija fitopatogene 

gljive roda F. culmorum u odnosu na kontrolu (čisti KDA) (tablica 15.). Izuzetak su tri spoja, 

odnosno (7), (8) te (10). Slično tomu, 72 sata od inokulacije gotovo svi derivati 

izonikotinamida značajno su se razlikovali od kontrole (čisti KDA). Dva spoja, odnosno (9) 

i (12), nisu se značajno razlikovala u porastu micelija od kontrole (čisti KDA). U sljedećem  

mjerenju, 96 sati od inokulacije, utvrđena je značajna razlika između kontrole (čisti KDA) i 

svih spojeva, osim spojeva (4) i (6). Nakon 120 i 144 sati od inokulacije porast micelija 

primjenom derivata izonikotinamida u koncentraciji od 10 µg/mL nije se statistički značajno 

razlikovao od kontrole (čisti KDA). Svi ispitivani spojevi imali su značajno slabije 

antifungalno djelovanje na porast micelija fitopatogene gljive F. culmorum od 

komercijalnog fungicida. 

Kada je riječ o koncentraciji od 100 µg/mL (tablica 16.), svi ispitivani spojevi imali su 

statistički značajno manji porast micelija nego u kontroli (čisti KDA) 72 sata, 96 sati te 120 

sati od inokulacije. Nakon 48 sati inkubacije, spojevi (3), (4), (6) te (7) imali su statistički 

značajno bolji porast micelija u odnosu na kontrolu (čisti KDA) što znači da su ti spojevi 

djelovali stimulativno na rast gljive. Kod svih ostalih spojeva nije bilo razlika u porastu 

micelija u odnosu na navedenu kontrolu. U posljednjem mjerenju za spojeve (3), (4), (5), 

(6), (10) te (12) nisu utvrđene značajne razlike u porastu gljive u odnosu na kontrolu (čisti 

KDA), dok je primjenom spojeva (1), (2), (7), (8) i (9) porast micelija bio statistički značajno 

manji u odnosu na kontrolu (čisti KDA). 
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3.1.4. Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida i izonikotinamida na porast micelija 

B. cinerea 

Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida na porast micelija B. cinerea 

Kao što se može vidjeti u tablicama 17. i 18., ni jedan derivat nikotinamida nije u potpunosti 

(100 %) suzbio porast micelija fitopatogene gljive B. cinerea, bez obzira na primijenjenu 

koncentraciju i vrijeme inkubacije.  

Kada je riječ o primijenjenoj koncentraciji od 10 µg/mL, svi su spojevi imali značajno bolje 

antifungalno djelovanje na porast micelija B. cinerea u odnosu na kontrolu (čisti KDA), bez 

obzira na vrijeme inkubacije (tablica 17., slika 17.). Izuzetak je spoj (11) koji se 144 sati od 

inokulacije nije značajno razlikovao od kontrole (čisti KDA). Spoj (4) pokazao je najbolje 

antifungalno djelovanje tijekom svih pet mjerenja. 

 

Slika 17. Antifungalno djelovanje na porast B. cinerea primjenom derivata nikotinamida 

(10 µg/mL): a) 1, b) 2, c) 5, d) čisti KDA, e) pozitivna kontrola, 72 h nakon inokulacije 

(Izvor: T. Siber) 
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Slični su rezultati dobiveni za spojeve primijenjene u koncentraciji od 100 µg/mL (tablica 

18.), odnosno kod svih spojeva utvrđen je značajno slabiji porast gljive B. cinerea u odnosu 

na kontrolu (čisti KDA), bez obzira na vrijeme inkubacije.  

Kada je riječ o usporedbi s komercijalnim fungicidom, gotovo svi derivati nikotinamida 

primijenjeni u koncentraciji od 100 µg/mL imali su značajno lošije antifungalno djelovanje 

na porast micelija B. cinerea, bez obzira na vrijeme inkubacije. Izuzetci su bili spojevi (8) i 

(9) kod kojih se porast micelija 48 sati od inokulacije nije značajno razlikovao od pozitivne 

kontrole te spoj (11) kod kojeg se, također, nakon 144 sati od inokulacije, porast micelija 

nije statistički značajno razlikovao od pozitivne kontrole. 
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Antifungalno djelovanje derivata izonikotinamida (koncentracija 10 µg/mL i 100 µg/mL) i 

komercijalnog fungicida na porast micelija  B. cinerea 

Slično rezultatima za derivate nikotinamida, ni jedan derivat izonikotinamida nije u 

potpunosti (100 %) suzbio porast micelija fitopatogene gljive B. cinerea, bez obzira na 

primijenjenu koncentraciju i vrijeme inkubacije (tablice 19. i 20.).  

Svi su spojevi imali značajno manji porast micelija fitopatogene gljive roda B. cinerea u 

odnosu na kontrolu (čisti KDA), bez obzira na primijenjenu koncentraciju i vrijeme 

inkubacije (slika 18.). Nasuprot tomu, svi su spojevi imali značajno lošije antifungalno 

djelovanje od komercijalnog fungicida (tablice 19. i 20.).  

  

Slika 18. Antifungalno djelovanje derivata izonikotinamida (10 µg/mL) na porast micelija 

B. cinerea a) 9, b)11, c) 12, d) DMSO, e) čisti KDA, 48 i 96 h nakon inokulacije  

(Izvor: T. Siber) 
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3.1.5. Efektivno vrijeme (ET50) porasta micelija S. sclerotiorum, F. oxysporum, F. 

culmorum i B. cinerea pod utjecajem kvaternih piridinijevih soli 

Na temelju mjerenja porasta micelija u intervalima od 48 h, 72 h, 96 h, 120 h i 144 h, 

izračunana je vrijednost ET50 za svaki sintetizirani spoj. ET50 označava vrijeme (u satima) 

potrebno da micelij dosegne 50 % svojeg maksimalnog porasta. Uz ET50, određivane su i 

pripadajuće 95 %-tne granice pouzdanosti, koristeći Finney probit metodu. 

Efektivno vrijeme (ET50) porasta micelija patogena S. sclerotiorum pod utjecajem derivata 

nikotinamida i izonikotinamida  

Najjače antifungalno djelovanje nikotinamidnih spojeva (8) i (10) na porast micelija 

patogena S. sclerotiorum potvrđeno je efektivnim vremenom porasta (ET50). U tretmanima 

sa spojevima (8) i (10) potrebno je najviše vremena da micelij dosegne 50 % svojeg 

maksimalnog porasta, odnosno 914,37 sati za spoj (8) i 30746,98 sati za spoj (10). Vrijednost 

ET50 za kontrolu (čisti KDA) najmanja je, a iznosi 43,01 sata.  

Za komercijalni fungicid procjena ET50 nije bila moguća jer tijekom svih sati mjerenja nije 

bilo porasta (tablica 21.). To se potvrđuje rezultatom o statistički značajno najboljem 

antifungalnom djelovanju komercijalnog fungicida na porast micelija S. sclerotiorum gdje 

je utvrđeno 100 %-tno suzbijanje porasta micelija, bez obzira na vrijeme inkubacije (tablica 

6.).  

Značajno sporiji porast micelija S. sclerotiorum primjenom svih derivata izonikotinamida u 

odnosu na kontrolu (čisti KDA) potvrđuje vrijednost ET50 koji za primijenjene spojeve iznosi 

najmanje 132,72 sata u odnosu na vrijednost ET50 za kontrolu (čisti KDA) koja iznosi 43,01 

sata (tablica 22.).  
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Tablica 21. Efektivno vrijeme (ET50) porasta micelija S. sclerotiorum pod utjecajem derivata 

nikotinamida 

* Vrijednosti prikazuju razdoblje u satima potrebno da micelij dosegne 50 % svog maksimalnog porasta. Mjerenje porasta 

micelija za svaki tretman provedeno je 48 h, 72 h, 96 h, 120 h i 144 h nakon inokulacije patogena. Pearson Goodness of –

Fit Test (Probit). ** Program nije napravio procjenu ET50 vrijednosti jer tijekom svih sati mjerenja nije bilo porasta; 

vrijednosti su bile iste.  

95 % razina pouzdanosti (porast micelija u satima) 

Nikotinamidni  

derivati 

 

Koncentracija 

spoja 

(µg/mL) 

ET50 * 

(donja - gornja granica) 

 

(1)  

10 110,14 (103,49 – 118,24) 

100 103,30 (95,76 – 112,35) 

 

(2)  

10 366,84 (246,45 – 879,34) 

100 158,83 (126,33 – 285,91) 

 

(3)  

10 126,171 (114,28 – 144,45) 

100 106,95 (100,68 – 114,39) 

 

(4)  

10 98,59 (95,15 – 102,24) 

100 236,64 (195,83 – 318,01) 

 

(5)  

10 102,53 (96,19 – 109,88) 

100 156,09 (139,33 – 183,78) 

 

(6)  

10 123,15 (113,13 – 137,37) 

100 145,60 (133,42 – 163,26) 

 

(7)  

10 142,02 (126,59 – 168,50) 

100 189,324 (165,06 – 231,07) 

 

(8)  

10 122,10 (113,64 – 133,36) 

100 914,37 (332,33 – 1752971,05) 

 

(9)  

10 365,41 (184,80 – 59710288,64) 

100 178,46 (160,17 – 206,81) 

 

(10)  

10 97,64 (94,38 – 101,08) 

100 30746,98 (1869,73-1,800E+36) 

 

(11) 

10 116,95 (112,19 – 122,46) 

100 153,95 (130,74 – 209,19) 

 

(12)  

10 96,25 (93,26 – 99,37) 

100 454,23 (308,87 – 940,09) 

kontrola (čisti KDA)  43,01 (38,41 – 46,16) 

pozitivna kontrola (difenkonazol, 

tebukonazol) 

0,2 % ** 
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Tablica 22. Efektivno vrijeme (ET50) porasta micelija S. sclerotiorum pod utjecajem derivata 

izonikotinamida 

95 % razina pouzdanosti (porast micelija u satima) 

Izonikotinamidni  

 derivati 

 

Koncentracija 

spoja 

(µg/mL) 

ET50 * 

(donja – gornja granica) 

 

(1)  

10 197,18 (170,58 – 243,77) 

100 173,70 (154,20 – 205,29) 

 

(2)  

10 201,22 (172,96 – 251,77) 

100 205,20 (176,25 – 256,87) 

 

(3)  

10 200,89 (173,63 – 248,63) 

100 147,123 (134,75 – 165,02) 

 

(4)  

10 182,64 (161,03 – 218,31) 

100 163,54 (146,29 – 190,90) 

 

(5)  

10 168,32 (151,33 – 194,57) 

100 166,65 (148,87 – 194,92) 

 

(6)  

10 193,32 (168,03 – 237,01) 

100 186,34 (161,61 – 229,87) 

 

(7)  

10 198,10 (170,31 – 247,99) 

100 132,72 (122,67 – 146,68) 

 

(8)  

10 186,59 (163,60 – 225,21) 

100 169,88 (151 – 199,52) 

 

(9)  

10 281,20 (216,45 – 444,18) 

100 176,14 (156,66 – 207,37) 

 

(10)  

10 181,75 (159,33 – 219,73) 

100 170,05 (151,85 – 198,94) 

 

(12)  

10 848,46 (385,13 – 12482,26) 

100 16657,85 (1578,56 – 1,029E+15) 

kontrola (čisti KDA)  43,01 (38,41 – 46,16) 

pozitivna kontrola  (difenkonazol, tebukonazol) 0,2 % ** 

* Vrijednosti prikazuju razdoblje u satima potrebno da micelij dosegne 50 % svojeg maksimalnog porasta. Mjerenje 

porasta micelija za svaki tretman provedeno je 48 h, 72 h, 96 h, 120 h i 144 h nakon inokulacije patogena. Pearson 

Goodness of -Fit Test (Probit). ** Program nije napravio procjenu ET50 vrijednosti jer tijekom svih sati mjerenja nije bilo 

porasta, vrijednosti su bile iste. 
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Efektivno vrijeme (ET50) porasta micelija F. oxysporum pod utjecajem derivata 

nikotinamida i izonikotinamida  

Rezultate antifungalnog djelovanja derivata nikotinamida na porast micelija F. oxysporum 

potvrđuju i vrijednosti ET50 (tablica 23.). Vrijednosti ET50 kod svih primijenjenih 

nikotinamidnih piridinijevih spojeva, pri objema koncentracijama, bile su značajno veće u 

odnosu na kontrolu (čisti KDA). Za  primijenjene spojeve minimalna vrijednost ET50 iznosila 

je 151,02 sata spoj (10), dok je za kontrolu (čisti KDA) vrijednost ET50 iznosila 100,71 sat. 

Značajno slabije antifungalno djelovanje svih spojeva u odnosu na komercijalni fungicid, 

koje je potvrđeno antifungalnim testovima porasta micelija, također je vidljivo iz ET50 koji 

je za komercijalni fungicid iznosio 1558,15 sati. 

Slične vrijednosti ET50 zabilježene su i kod primjene izonikotinamidnih spojeva (tablica 

24.). Vrijednosti ET50 kod svih primijenjenih izonikotinamidnih spojeva, pri objema 

koncentracijama, bile su veće u odnosu na kontrolu (čisti KDA), za koju ET50 vrijednost 

iznosi 100,71 sati, dok su se vrijednosti ET50 za sve primijenjene spojeve kretale od najmanje 

117,91 do najveće 179,12 sati. Svi spojevi pokazali su znatno slabije antifungalno djelovanje 

u odnosu na komercijalni fungicid što je vidljivo iz  procjene ET50 vrijednosti koja je za 

komercijalni fungicid iznosila 1558,15 sati. 
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Tablica 23. Efektivno vrijeme (ET50) porasta micelija patogena F. oxysporum pod utjecajem 

derivata nikotinamida 

95 % razina pouzdanosti (porast micelija u satima) 

Nikotinamidni  

 derivati 

 

Koncentracija 

spoja 

(µg/mL) 

ET50 * 

(donja – gornja granica) 

 

(1)  

10 158,06 (141,28 – 184,93) 

100 215,16 (180,28 – 283,20) 

 

(2)  

10 165,82 (147,38 – 195,80) 

100 196,48 (167,42 – 250,90) 

 

(3)  

10 164,34 (146,31 – 193,50) 

100 164,84 (147,55 – 192,18) 

 

 (4)  

10 195,16 (166,73 – 247,93) 

100 177,77 (155,49 – 216,04) 

  

(5)  

10 186,88 (160,96 – 233,90) 

100 206,95 (175,51 – 266,02) 

 

(6)  

10 181,57 (157,10 – 225,46) 

100 181,19 (159,47 – 217,36) 

 

 (7)  

10 164,99 (144,89 – 199,57) 

100 186,21 (162,17 – 227,77) 

 

(8)  

10 202,46 (169,92 – 266,98) 

100 205,29 (174,06 – 264,20) 

 

(9)  

10 176,79 (154,76 – 214,60) 

100 183,78 (160,36 – 224,14) 

 

(10)  

10 180,92 (157,68 – 221,30) 

100 151,02 (135,97 – 174,48) 

 

(11)  

10 156,96 (140,73 – 182,56) 

100 154,18 (139,28 – 177,02) 

 

(12)  

10 180,31 (155,86 – 224,43) 

100 154,42 (139,08 – 178,23) 

kontrola (čisti KDA)   100,71 (95,32 – 106,86) 

pozitivna kontrola (difenkonazola i tebukonazol)  0,4 % 1558,15 (635,36 – 18228,99) 

*Vrijednosti prikazuju razdoblje u satima potrebno da micelij dosegne 50 % svojeg maksimalnog porasta. Mjerenje porasta 

micelija za svaki tretman provedeno je 48 h, 72 h, 96 h, 120 h i 144 h nakon inokulacije patogena. Pearson Goodness of -

Fit Test (Probit). 
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Tablica 24. Efektivno vrijeme (ET50) rasta micelija F. oxysporum pod utjecajem derivata 

izonikotinamida 

95 % razina pouzdanosti (porast micelija u satima) 

Izonikotinamidni  

derivati 

 

Koncentracija 

spoja 

(µg/mL) 

ET50 * 

(donja – gornja granica) 

 

(1)  

10 117,91 (110,74 – 126,99) 

100 148,18 (134,24 – 169,32) 

 

(2)  

10 119,93 (112,25 – 129,82) 

100 141,36 (129,34 – 158,86) 

 

(3)  

10 123,30 (114,80 – 134,58) 

100 163,78 (146,08 – 192,20) 

 

(4)  

10 154,91 (138,87 – 180,31) 

100 160,39 (143,39 187,50) 

 

(5)  

10 130,63 (120,41-144,96) 

100 167,87 (148,47-200,03) 

 

(6)  

10 135,62 (124,47-151,60) 

100 159,11 (142,97-184,29) 

 

(7)  

10 122,30 (113,56-134,04) 

100 169,55 (150,06-201,69) 

 

(8)  

10 126,84 (117,28-140,01) 

100 177,81 (155,59-215,90) 

 

(9)  

10 135,83 (124,77-151,63) 

100 157,67 (141,80-182,38) 

 

(10)  

10 122,33 (114,25-132,89) 

100 179,12 (156,49-218,12) 

 

(12)  

10 157,12 (141,28-181,83) 

100 172,26 (151,87-206,36) 

kontrola (čisti KDA)  100,71 (95,32-106,86) 

pozitivna kontrola  

(difenkonazol, tebukonazol) 

0,4 % 1558,15 (635,36-18228,99) 

* Vrijednosti prikazuju vremenski period u satima potreban da miceliji dosegne 50 % svog maksimalnog porasta. Mjerenje 

porasta micelija za svaki tretman provedeno je 48h, 72h, 96h, 120h i 144h nakon inokulacije patogena. Pearson Goodness 

of -Fit Test (Probit). 
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Efektivno vrijeme (ET50) porasta micelija F. culmorum pod utjecajem derivata nikotinamida 

i izonikotinamida piridinijevih spojeva 

Porast micelija F. culmorum kod primjene gotovo svih derivate nikotinamida pri 

koncentraciji 10 µg/mL nije se statistički značajno razlikovalo od kontrole (čisti KDA), što 

potvrđuje i vrijednost ET50. Vrijednost ET50 za kontrolu (čisti KDA) iznosila je 58,07 sati 

(tablica 25). Vrijednosti ET50 svih spojeva primijenjenih u koncentraciji 10 µg/mL kretale 

su se od 61,18 sati za spoj (12) do 65,52 sata za spoj (7). Vrijednosti ET50 za spojeve 

primijenjene u koncentraciji od 100 µg/mL iznosile su od 59,41 sata za spoj (10) do najveće 

vrijednosti od 70,55 sati za spoj (1). Značajno slabije antifungalno djelovanje svih spojeva 

pri obje koncentracije u odnosu na komercijalni fungicid potvrđeno je najvećom vrijednošću 

ET50 za komercijalni fungicid, koja iznosi 4066,40 sati potrebnih da micelij dosegne 50 % 

svog maksimalnog porasta. 

U tablici 26 prikazane su vrijednosti ET50 pod utjecajem derivate derivata izonikotinamida 

pri objema koncentracijama (10 i 100 µg/mL). ET50 vrijednost za sve spojeve primijenjene 

u koncentraciji 10 µg/mL kretala se od najmanjih 51,29 sati za spoj (6) do najvećih 64,96 

sati za spoj (10). Vrijednosti ET50 za spojeve primijenjene u koncentraciji 100 µg/mL kretale 

su se od najmanjih 62,14 sati za spoj (6) do najveće ET50 vrijednosti od 78,87 sati za spoj 

(9). ET50 vrijednosti spojeva također potvrđuju značajno slabije ili jednako djelovanje na 

porast u odnosu na kontrolu (čisti KDA) čija ET50 vrijednost iznosi 58,43 sata. Najveća 

vrijednost ET50, odnosno najviše sati potrebnih da micelij dosegne 50 % svojeg 

maksimalnog porasta pod utjecajem komercijalnog fungicida, iznosi 4066,40 sati. 
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Tablica 25. Efektivno vrijeme (ET50) porasta micelija F. culmorum pod utjecajem derivata 

nikotinamida 

95 % razina pouzdanosti (porast micelija u satima) 

Nikotinamidni  

 derivati 

 

Koncentracija 

spoja 

(µg/mL) 

ET50 * 

(donja – gornja granica) 

 

(1)  

10 63,86 (60,57 – 66,98) 

100 70,55 (65,66 – 75,19) 

 

(2)  

10 63,46 (59,89 – 66,79) 

100 67,76 (63,80 – 71,53) 

 

(3)  

10 61,60 (58,09 – 64,86) 

100 68,66 (64,69 – 72,44) 

 

(4)  

10 63,41 (60,54 – 661,14) 

100 68,41 (64,73 – 71,90) 

 

(5)  

10 63,71 (60,50 – 66,74) 

100 70,02 (66,19 – 73,69) 

 

(6)  

10 65,42 (61,92 – 68,75) 

100 70,02 66,19 – 73,69) 

 

(7)  

10 65,52 (61,62 – 69,16) 

100 64,67 (60,82 – 68,25) 

 

(8)  

10 64,39 (57,61 – 70,32) 

100 63,39 (60,15 – 66,43) 

 

(9)  

10 64,50 (60,77 – 67,99) 

100 66,36 (62,68 – 69,83) 

 

(10)  

10 63,02 (59,30 – 66,47) 

100 59,41 (55,74 – 62,75) 

 

(11)  

10 60,90 (57,28 – 64,25) 

100 59,99 (56,87 – 62,89) 

 

(12)  

10 61,18 (57,66 – 64,44) 

100 59,93 (56,08 – 63,43) 

kontrola (čisti KDA)  58,07 (54,31 – 61,49) 

pozitivna kontrola  (difenkonazol, 

tebukonazol) 

0,4 % 4066,40 (971,09 – 1468012,74) 

* Vrijednosti prikazuju razdoblje u satima potrebno da micelij dosegne 50 % svojeg maksimalnog porasta. Mjerenje 

porasta micelija za svaki tretman provedeno je 48 h, 72 h, 96 h, 120 h i 144 h nakon inokulacije patogena. Pearson 

Goodness of -Fit Test (Probit). 
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 Tablica 26. Efektivno vrijeme (ET50) rasta micelija F. culmorum pod utjecajem derivata 

izonikotinamida  

95 % razina pouzdanosti (porast micelija u satima) 

Izonikotinamidni  

derivati 

 

Koncentracija 

spoja 

(µg/mL) 

ET50*  

(donja – gornja granica) 

 

(1)  

10 51,92 (48,60 – 54,86) 

100 64,93 (60,53 – 68,95) 

 

(2)  

10 55,30 (51,86 – 58,39) 

100 64,97 (60,23 – 69,27) 

 

(3)  

10 55,92 (52,67 – 58,86) 

100 62,62 (57,86 – 66,90) 

 

(4)  

10 52,30 (49,60 – 54,73) 

100 63,10 (58,21 – 67,48) 

 

(5)  

10 54,71 (50,91 – 58,07) 

100 64,49 (59,60 – 68,90) 

 

(6)  

10 51,29 (47,97 – 54,20) 

100 62,14 (58,20 – 65,73) 

 

(7)  

10 64,28 (59,79 – 68,40) 

100 77,92 (74,96 – 80,84) 

 

(8)  

10 63,66 (59,78 – 67,26) 

100 76,66 (72,67 – 80,54) 

 

(9)  

10 58,40 (54,76 – 61,71) 

100 78,87 (75,64 – 82,04) 

 

(10)  

10 64,96 (61,10 – 68,57) 

100 70,76 (66,41 – 74,87) 

 

(12)  

10 57,37 (54,23 – 60,24) 

100 69,67 (66,95 – 72,27) 

kontrola (čisti KDA)  58,43 (54,72 – 61,82) 

pozitivna kontrola  (difenkonazol, 

tebukonazol) 

0,4 % 4066,40 (971,09 – 1468012,74) 

* Vrijednosti prikazuju razdoblje u satima potrebno da micelij dosegne 50 % maksimalnog porasta. Mjerenje porasta 

micelija za svaki tretman provedeno je 48h, 72h, 96h, 120h i 144h nakon inokulacije patogena. Pearson Goodness of -Fit 

Test (Probit). 
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Efektivno vrijeme (ET50) porasta micelija B. cinerea pod utjecajem derivata nikotinamida i 

izonikotinamida  

Značajno slabiji porast micelija B. cinerea uz primjenu derivata nikotinamida u odnosu na 

kontrolu (čisti KDA) potvrđuju i vrijednosti ET50 prikazane u tablici 27. Vrijednosti ET50 za 

derivate nikotinamida, primjenjene u koncentraciji 10 µg/mL krećuse između 65,53 i 135,85 

sati, dok su za iste spojeve u koncentraciji 100 µg/mL između 92,83 i 649,11 sati. ET50 za 

kontrolu (čisti KDA) iznosi 61,49 sati. ET50 vrijednost spoja (11) pri koncentraciji 10 µg/mL 

iznosi 65,53 sata, što potvrđuje rezultate o slabom antifungalnom djelovanju ovog spoja, koji 

se značajno ne razlikuje od kontrole (čisti KDA). Značajno slabije antifungalno djelovanje 

gotovo svih primijenjenih spojeva u odnosu na komercijalni fungicid vidljivo je iz 

vrijednosti ET50 za komercijalni fungicid koja iznosi 497,92 sata.  

Za spojeve primijenjene u koncentraciji 100 µg/mL, sve vrijednosti ET50 bile su značajno 

niže, uključujući i vrijednost za komercijalni fungicid, u odnosu na vrijednost ET50 spoja 

(11).  Dobivena vrijednost ET50 za spoj (11) pokazuje da je potrebno najviše vremena da 

micelij dosegne 50 % svog porasta. Prema rezultatima mjerenja porasta micelija tijekom 

četiri dana (tablica 18), spoj (11) je pokazao statistički značajno različite vrijednosti u 

usporedbi s komercijalnim fungicidom. Međutim, petog dana razlike više nisu bile statistički 

značajne. Rezultati upućuju na to da spoj (11) djeluje sporije, ali pruža dugotrajnije 

antifungalno djelovanje u odnosu na komercijalni fungicid koji postiže bržu, ali potencijalno 

kraću inhibiciju.  

Slične vrijednosti ET50 zabilježene su i kod derivata izonikotinamida pri objema 

koncentracijama (tablica 28.). Vrijednosti ET50 za sve primijenjene izonikotinamidne 

spojeve bile su veće u odnosu na ET50 vrijednost kontrole (čisti KDA) koja iznosi 68,93 sata. 

Vrijednosti ET50 za sve spojeve primijenjene u koncentraciji 10 µg/mL kreću se od 89,29 

sati za spoj (4) do 98,74 sata za spoj (8).  

Vrijednosti ET50 svih spojeva bile su znatno niže u odnosu na vrijednost ET50 komercijalnog 

fungicida pri čijem je djelovanju potrebno najviše vremena da micelij dosegne 50 % svojeg 

porasta, odnosno 497,92 sata.  
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Tablica 27. Efektivno vrijeme (ET50) porasta micelija B. cinerea pod utjecajem derivata 

nikotinamida 

95 % razina pouzdanosti (porast micelija u satima) 

Nikotinamidni  

 derivati 

 

Koncentracija spoja 

(µg/mL) 

ET50 * 

(donja – gornja granica) 

 

(1)  

10 111,56 (106,37 – 117,62) 

100 146,69 (136,71 – 160,17) 

 

(2)  

10 114,138 (107,94 – 121,68 

100 149,65 (139,03 – 164,20) 

 

(3)  

10 117,07 (109,80 – 126,30) 

100 115,42 (109,71 – 122,26) 

 

(4)  

10 135,85 (127,59 – 146,63) 

100 127,98 (121,16 – 136,52) 

 

(5)  

10 127,84 (121,14 – 136,20) 

100 117,92 (112,66 – 124,14) 

 

(6)  

10 127,89 (118,77 – 140,25) 

100 92,83 (89,40 – 96,39) 

 

(7)  

10 100,28 (96,35 – 104,54) 

100 94,69 (91,79 – 97,70) 

 

(8)  

10 129,03 (121,17 – 139,20) 

100 101,67 (96,87 – 106,97) 

 

(9)  

10 97,73 (94,40 – 101,26) 

100 101,033 (96,98 – 105,39) 

 

(10)  

10 116,84 (110,69 – 124,34) 

100 95,14 (91,18 – 99,30) 

 

(11)  

10 65,53 (59,64 – 70,85) 

100 649,11 (274,59 – 252803,14) 

 

(12)  

10 116,10 (110,59 – 122,65) 

100 105,53 (102,06 – 109,29) 

kontrola (čisti KDA)   61,49 (58,90 – 63,94) 

pozitivna kontrola (fenheksamid)  0,1 % 497,72 (292,77 – 2162,46) 

* Vrijednosti prikazuju razdoblje u satima potrebno da micelij dosegne 50 % svojeg maksimalnog porasta. Mjerenje     

porasta micelija za svaki tretman provedeno je 48 h, 72 h, 96 h, 120 h i 144 h nakon inokulacije patogena. Pearson 

Goodness of -Fit Test (Probit). 
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Tablica 28. Efektivno vrijeme (ET50) porasta micelija B. cinerea pod utjecajem derivata 

izonikotinamida 

95 % razina pouzdanosti (porast micelija u satima) 

Izonikotinamidni 

 derivati 

 

Koncentracija spoja 

(µg/mL) 

ET50 * 

(donja – gornja granica) 

 

(1)  

10 84,69 (81,94 – 87,45) 

100 94,66 (90,99 – 98,48) 

 

(2)  

10 93,32 (90,25 – 96,51) 

100 95,99 (92,95 – 99,18) 

 

(3)  

10 92,96 (89,95 – 96,07) 

100 97,59 (94,38 – 100,97) 

 

(4)  

10 80,29 (77,10 – 83,43) 

100 85,74 (82,84 – 88,66) 

 

(5)  

10 92,90 (89,96 – 95,93) 

100 87,71 (84,07 – 91,43) 

 

(6)  

10 89,81 (85,99 – 93,72) 

100 87,43 (83,51 – 91,43) 

 

(7)  

10 90,40 (87,56 – 93,29) 

100 103,20 (98,55 – 108,38) 

 

(8)  

10 98,74 (95,25 – 102,46) 

100 161,69 (149,94 – 177,92) 

 

(9)  

10 81,75 (79,01 – 84,47) 

100 97,84 (94,47 – 101,41) 

 

(10)  

10 95,29 (92,21 – 98,52) 

100 97,06 (94,03 – 100,24) 

 

(12)  

10 97,23 (94,26 – 100,38) 

100 102,21 (94,54 – 111,42) 

kontrola (čisti KDA)   68,93 (65,87 – 71,89) 

pozitivna kontrola (fenheksamid)  0,1 % 497,72 (292,77 – 2162,46) 

* Vrijednosti prikazuju razdoblje u satima potrebno da micelij dosegne 50 % svojeg maksimalnog porasta. Mjerenje 

porasta micelija za svaki tretman provedeno je 48 h, 72 h, 96 h, 120 h i 144 h nakon inokulacije patogena. Pearson 

Goodness of -Fit Tes t (Probit). 
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3.1.6. Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida i izonikotinamida na klijavost 

konidija i dužinu kličnih cijevi B. cinerea 

Kako bi se utvrdilo djeluju li kvaterne piridinijeve soli na vijabilnost konidija i rast kličnih 

ciljevi (cilj 2.), nakon provedenog pokusa na temelju dobivenih podatka o broju isklijalih 

konidija po svakom tretmanu izračunala se inhibicija klijavosti konidija. Za izračun se 

koristila formula navedena na stranici 27. 

Rezultati su prikazani u tablicama 29. i 30. Utvrđeno je  da obje serije kvaternih piridinijevih 

soli imaju inhibitorno djelovanje na klijavost konidija fitopatogene gljive B. cinerea.  

Tablica 29. Inhibicijski utjecaj nikotinamidnih derivata na klijavost konidija B. cinerea 

Nikotinamidni derivati 

Inhibicija klijavosti konidija B. cinerea (%) 

koncentracija 10 µg/mL 

koncentracija 100 

µg/mL 

(1) 36 Aa 50 a 

(2) 24 A 44 a 

(3) 66 a 38 

(4) 50 a 22 A 

(5) 59 a 4 A 

(6) 38 Aa 16 Aa 

(7) 50 a 54 a 

(8) 74 a 43 a 

(9) 63 a 44 a 

(10) 58 a 39 a 

(11) 47 a 54 a 

(12) 65 a 38 

kontrola (destilirana voda) a 0 

pozitivna kontrola (fenheksamid) A 71 

U stupcima su prikazane srednje vrijednosti četiriju ponavljanja. Značajne razlike između spojeva i pozitivne kontrole 

prikazane su slovom A (p ≤ 0,05), značajne razlike između spojeva i kontrole (destilirana voda) slovom a (P ≤ 0,05). 

Analiza varijance (ANOVA) 

Između inhibicije klijavosti konidija primjenom spojeva (3), (4), (5), (7), (8), (9), (10) i (12) 

u koncentraciji 10 µg/mL i pozitivne kontrole (fungicid) nisu utvrđene statistički značajne 

razlike (slika 19.). Postotak inhibicije klijavosti konidija primjenom navedenih spojeva 

kretao se od 50 do 66 %. 

Najveća inhibicija klijavosti kod derivata nikotinamida primijenjenih u koncentraciji od 10 

µg/mL utvrđena je za spoj (8) i bila je veća i od one utvrđene za pozitivnu kontrolu, a iznosila 

je 74 %. Inhibicija klijavosti konidija B. cinerea primjenom spojeva (1), (2) i (6) bila je 
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značajno niža u odnosu na pozitivnu kontrolu (fungicid), s postotkom inhibicije 36 %, 24 % 

i 38 % (tablica 29.). 

 

Slika 19.  Klijavost konidija B. cinerea: a) pozitivna kontrola (fungicid), b) spoj 9, c) spoj 

10 koncentracija 10 µg/mL (Izvor: T. Siber) 

Analizom varijance utvrđen je statistički značajno veći postotak inhibicije klijavosti konidija 

za sve nikotinamidne spojeve, osim spoja (2), primijenjene u koncentraciji od 10 µg/mL, u 

odnosu na čistu kontrolu (destilirana voda). 
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Slika 20.  Klijavost konidija B. cinerea: a) kontrola (destilirana voda), b) spoj 7, c) spoj 11 

koncentracija 100 µg/mL (Izvor: T. Siber) 

Najveća inhibicija klijavosti pri primijenjenoj koncentraciji od 100 µg/mL utvrđena je za 

spojeve (11), (7) te (1). Kod osam od 12 spojeva utvrđeno je da je postotak inhibicije 

klijavosti konidija manji pri primjeni veće koncentracije spojeva (tablica 29., slika 20.). 

Analizom varijance utvrđena je statistički značajna razlika za gotovo sve derivate 

nikotinamida primijenjene u koncentraciji od 100 µg/mL u odnosu na čistu kontrolu 

(destilirana voda) pri čemu je inhibicijski učinak navedenih spojeva bio značajno bolji. U 

usporedbi s pozitivnom kontrolom (fungicid), tri derivata nikotinamida primijenjena u 

koncentraciji 100 µg/mL, odnosno (4), (5) i (6), imala su značajno slabije inhibitorno 

djelovanje na klijavost konidija B. cinerea koje je iznosilo 22 %, 4 % i 16 %. 

Kada je riječ o izonikotinamidnim derivatima, pri koncentraciji od 10 µg/mL najveća 

inhibicija klijavosti konidija s 82 % utvrđena je za spoj (3) i bila je veća i od one utvrđene 

za pozitivnu kontrolu (tablica 30.). No u većoj primijenjenoj koncentraciji istog spoja 

inhibitorni se učinak smanjio na samo 28 %. Spojevi (4), (5), (6), (7), (10) i (12), primijenjeni 

u koncentraciji od 10 µg/mL, nisu pokazali statistički značajne razlike u inhibiciji klijavosti 
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konidija B. cinerea u usporedbi s pozitivnom kontrolom (fungicid) (slika 21.). Analizom 

varijance utvrđena je statistički značajna razlika u djelovanju sedam derivata 

izonikotinamida primijenjenih u koncentraciji od 10 µg/mL u odnosu na kontrolu (sterilna 

voda) pri čemu je klijavost konidija u tretmanima sa spojevima bila statistički značajno 

slabija, a postotak se inhibicije klijavosti kretao između 46 % i 82 %. U usporedbi s 

pozitivnom kontrolom (fungicid), tri nikotinamidna derivata primijenjena u koncentraciji od 

10 µg/mL, odnosno (1), (2), (8) i (9), imala su značajno slabiji inhibitorni učinak na klijavost 

konidija B. cinerea. 

Najveća inhibicija klijavosti pri primijenjenoj koncentraciji od 100 µg/mL utvrđena je za 

spoj (6) i bila je podjednaka onoj utvrđenoj za pozitivnu kontrolu (fungicid). Osim 

navedenog spoja, značajne razlike u postotku inhibicije klijavosti konidija nisu utvrđene ni 

između pozitivne kontrole i spojeva (5), (7), (8), (9) i (10). Svi spojevi primijenjeni u 

koncentraciji od 100 µg/mL imali su značajno jači inhibitorni učinak na klijavost konidija 

od čiste kontrole (destilirana voda). U usporedbi s komercijalnim fungicidom pet spojeva, 

odnosno (1), (2), (3), (4) te (12), značajno je slabije inhibiralo klijavost konidija u odnosu na 

fungicid. 

Tablica 30. Inhibicijski utjecaj izonikotinamidnih derivata na klijavost konidija B. cinerea 

Izonikotinamidni  derivati 

Inhibicija klijavosti konidija B. cinerea  (%) 

     koncentracija 10 

µg/mL 

koncentracija 100 

µg/mL 

(1)  42 A 42 Aa 

(2)  30 A 45 Aa 

(3)  82 a 28 Aa 

(4)  55 a 34 Aa 

(5)  58 a 49 a 

(6)  46 a 69 a 

(7)  57 a 63 a 

(8)  17 A 49 a 

(9)  19 A 39 a 

(10)  62 a 55 a 

(12)  68 a 13 Aa 

kontrola (destilirana voda) a 0 

pozitivna kontrola (fenheksamid) A 71 

U stupcima su prikazane srednje vrijednosti četiriju ponavljanja. Značajne razlike između spojeva i pozitivne 

kontrole prikazane su slovom A (p ≤ 0,05), značajne razlike između spojeva i kontrole (destilirana voda) slovom a 

(P ≤ 0,05). Analiza varijance (ANOVA) 
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Slika 21.  Klijavost konidija B. cinerea: a) spoj 3 (10 µg/mL), b) spoj 6 (100 µg/mL) 

c) spoj 12  (10 µg/mL), d) pozitivna kontrola (fungicid)  

(Izvor: T. Siber) 

Primjenom spojeva u većoj koncentraciji (100 µg/mL) ni kod nikotinamidnih derivata, ni 

kod izonikotinamidnih derivata nije postignuta 100 %-tna inhibicija klijavosti konidija. 

Povećanje koncentracije kod pojedinih spojeva dovodi do slabijeg inhibitornog djelovanja 

na klijavost konidija B. cinerea. 

Usporedba inhibicije dužine klične cijevi konidija B. cinerea primjenom derivata 

nikotinamida, komercijalnog fungicida i kontrole (destilirana voda)  

Nakon prebrojanih klijavih konidija, uslijedilo je mjerenje dužine klične cijevi za svaki 

tretman. Na temelju dobivenih podataka izračunavala se inhibicija dužine klične cijevi kako 

bi se istražio utjecaj nikotinamidnih i izonikotinamidnih derivata na dužinu klične cijevi.  

Kako bi se usporedila dužina klične cijevi pri primjeni derivata nikotinamida u odnosu na 

komercijalni fungicid i čistu kontrolu (destilirana voda)  proveden je t-test (tablica 31.). 

Primjenom spojeva (2) i (11) u koncentraciji 10 µg/mL utvrđene su statistički značajne 
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razlike u dužini klične cijevi u odnosu na kontrolu (destilirana voda) pri čemu su navedeni 

spojevi pokazali značajno slabiji učinak u odnosu na kontrolu. Ni jedan nikotinamidni 

derivat nije se značajno razlikovao u inhibiciji dužine klične cijevi od pozitivne kontrole u 

primijenjenoj koncentraciji od 10 µg/mL.  

Drugim riječima, u primijenjenoj koncentraciji od 10 µg/mL većina je spojeva bila 

podjednako učinkovita u inhibiciji dužine klične cijevi kao i komercijalni fungicid. Za 

spojeve (2) i (11) pri primijenjenoj koncentraciji 10 µg/mL može se reći da imaju 

stimulacijski učinak na dužinu klične cijevi. 

Usporedbom derivata nikotinamida (koncentracija 100 µg/mL) i kontrole (destilirana voda), 

s obzirom na inhibiciju dužine klične cijevi, utvrđeno je da postoje značajne razlike kod 

primjene spojeva (2), (3), (4), (5), (6) te (11)  u odnosu na čistu kontrolu (destilirana voda). 

Navedeni spojevi djeluju stimulacijski na rast kličnih cijevi konidija B. cinerea. Osim toga, 

spojevi (4) i (6) imali su značajno slabiji inhibitorni učinak od komercijalnog fungicida.  

Za ostalih osam spojeva nije utvrđena značajna razlika u inhibiciji, ni u usporedbi s 

kontrolom, ni u usporedbi s komercijalnim fungicidom. Ako se usporede dvije primijenjene 

koncentracije (koncentracija 10 µg/mL i koncentracija 100 µg/mL) s obzirom na inhibiciju 

dužine klične cijevi, razlika među njima vidljiva je za spojeve (1), (3), (4), (5), (6) i (9). 

Pritom je inhibitorno djelovanje spoja (1) bilo bolje pri primijenjenoj koncentraciji 100 

µg/mL, dok je za ostale spojeve inhibitorno djelovanje bilo bolje pri primijenjenoj 

koncentraciji 10 µg/mL. 
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Tablica 31. Inhibicijski utjecaj derivata nikotinamida na dužinu klične cijevi konidija B. 

cinerea 

Nikotinamidni derivati 

Inhibicija klične cijevi (%) 

koncentracija 10 µg/mL               koncentracija 100 µg/mL      

M ± SPM                                            M ± SPM 

(1)  1,96 ± 4,68 23,59 ± 4,88 

(2)  -7,24 ± 10,86 Aa -2,33 ± 5,67 

(3)  24,83 ± 4,58 -10,88 ± 6,12 a 

(4)  4,08 ± 6,93 -26,84 ± 8,33 Aa 

(5)  22,05 ± 3,66 -15,63 ± 4,79 a 

(6)  11,82 ± 3,56 -16,68 ± 7,38 Aa 

(7)  12,15 ± 5,14 11,89 ± 4,42 

(8)  13,18 ± 11,35 9,57 ± 4,43 

(9)  19,73 ± 3,09 -0,25 ± 7,87 

(10)  12,70 ± 3,94 13,03 ± 3,99 

(11)  -5,05 ± 8,89 Aa 7,42 ± 6,66 

(12)  16,42 ± 5,22 11,20 ± 5,42 

kontrola (destilirana voda) a 0,00 ± 4,87 0,00 ± 4,87 

pozitivna kontrola 

(fenheksamid) A 

16,88 ± 5,36 16,88 ± 5,36 

U stupcima su prikazane srednje vrijednosti četiriju ponavljanja (M) i standardna pogreška aritmetičke sredine (SPM). 

Značajne razlike između spojeva i pozitivne kontrole prikazane su slovom A (p ≤ 0,05), a značajne razlike između spojeva 

i kontrole (destilirana voda) slovom a (p ≤ 0,05). 

Usporedba inhibicije dužine klične cijevi konidija B. cinerea primjenom derivata 

izonikotinamida, komercijalnog fungicida i kontrole (destilirana voda)  

Slično kao i za nikotinamidne derivate (koncentracija 10 µg/mL i koncentracija 100 µg/mL), 

analiza je ponovljena i za izonikotinamidne derivate primijenjene u objema ispitivanim 

koncentracijama. 

Rezultati prikazani u tablici 32. pokazuju da se ni jedan izonikotinamidni derivat primijenjen 

u koncentraciji 10 µg/mL nije značajno razlikovao u učinku na rast klične cijevi od kontrole 

(destilirana voda) i komercijalnog fungicida. Isti rezultati dobiveni su i za spojeve 

primijenjene u koncentraciji od 100 µg/mL. 



Rezultati istraživanja 

86 

Usporedbom inhibicije dužine klične cijevi za derivate izonikotinamida s obzirom na 

koncentraciju, vidljivo je da se inhibitorni učinak spojeva (5), (6), (9) i (12) razlikovao s 

obzirom na primijenjenu koncentraciju. Pritom je inhibitorni učinak na dužinu klične cijevi 

za spoj (12) bio bolji pri primijenjenoj koncentraciji 10 µg/mL, dok je za ostale spojeve 

inhibitorni učinak bio bolji pri primijenjenoj koncentraciji 100 µg/mL. Također, može se 

zaključiti da spojevi (5), (6) i (9), primijenjeni u koncentraciji 10 µg/mL, imaju stimulacijski 

učinak na porast klične cijevi. 

Tablica 32. Inhibicijski utjecaj derivata izonikotinamida na dužinu klične cijevi konidija B. 

cinerea 

Izonikotinamidni derivati 

Inhibicija klične cijevi (%) 

koncentracija 10 µg/mL              koncentracija 100 µg/mL 

M ± SPM                                               M ± SPM 

(1)  3,77 ± 5,03 13,77 ± 4,64 

(2)  3,36 ± 4,54 8,03 ± 5,54 

(3)  14,67 ± 8,11 8,87 ± 3,95 

(4)  6,29 ± 5,07 -3,36 ± 6,37 

(5)  -22,52 ± 7,88  11,21 ± 3,67 

(6)  -13,55 ± 6,71 12,32 ± 5,88 

(7)  -8,11 ± 5,02 4,65 ± 5,80 

(8)  -17,42 ± 6,45 15,52 ± 4,68 

(9)  -9,59 ± 4,34 7,08 ± 5,40 

(10)  19,99 ± 7,27 10,07 ± 6,11 

(11)  19,95 ± 8,69 12,90 ± 6,71 

(12)  22,03 ± 5,74 -4,94 ± 6,39 

kontrola (destilirana voda) a 0,00 ± 4,87 0,00 ± 4,87 

pozitivna kontrola 

(fenheksamid) A 
16,88 ± 5,36 16,88 ± 5,36 

U stupcima su prikazane srednje vrijednosti četiriju ponavljanja (M) i standardna pogreška aritmetičke sredine (SPM). 

Značajne razlike između spojeva i pozitivne kontrole prikazane su slovom A (p ≤ 0,05), a značajne razlike između spojeva 

i kontrole (destilirana voda) slovom a (p ≤ 0,05). 
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3.2. Rezultati in vivo istraživanja 

3.2.1. Utjecaj sintetiziranih spojeva na porast micelija S. sclerotiorum – in vivo test na mrkvi 

Testovima in vivo (cilj 3.) cilj je bio utvrditi antifungalno djelovanje kvaternih piridinijevih 

soli na porast micelija i sporulaciju te postoji li razlika u antifungalnom djelovanju kvaternih 

piridinijevih soli i komercijalnog fungicida (difenkonazol  i tebukonazol) na porast micelija 

S. sclerotiorum (cilj 4.). In vivo test na mrkvi proveden je s pomoću odabranih spojeva iz 

obiju skupina piridina. Spojevi su odabrani na temelju rezultata dobivenih in vitro 

istraživanjem. Rezultati su u nastavku prikazani zasebno za derivate nikotinamida 

(koncentracija 10 µg/mL) te derivate izonikotinamida (koncentracija 10 µg/mL i 

koncentracija 100 µg/mL) kao i za različita vremena inkubacije. 

Usporedba derivata nikotinamida (koncentracija 10 µg/mL) i komercijalnog fungicida 

Utvrđena je statistički značajna razlika između nikotinamidnih piridinijevih spojeva 

(koncentracija 10 µg/mL) i komercijalnog fungicida, 144 sata nakon inokulacije F(8, 27) = 

15,73, p ≤ 0,001, kao i za 168 sati nakon inokulacije F(8, 27) = 17,73, p ≤  0,001. 

Deskriptivna statistika kao i usporedba pojedinih spojeva prikazana je u tablici 33.   

Rezultati prikazani u tablici 33. pokazali su da većina nikotinamidnih derivata primijenjenih 

u koncentraciji od 10 µg/mL nije postigla potpuno (100 %-tno) suzbijanje porasta micelija, 

osim spoja (7). Međutim, u usporedbi s kontrolom (destilirana voda), ti su spojevi gotovo 

uvijek pokazivali bolji učinak nakon 144 sata i 168 sati od inokulacije. Jedini izuzetak bio 

je spoj (10) koji se nije značajno razlikovao od kontrole u pogledu antifungalnog djelovanja.  

U usporedbi s komercijalnim fungicidom, svi nikotinamidni derivati, osim spoja (7), 

pokazali su statistički značajno slabiju učinkovitost u suzbijanju porasta micelija patogena 

S. sclerotiorum u (p ≤ 0,05). Spoj (7) izdvojio se s najboljim antifungalnim djelovanjem, a 

njegova učinkovitost bila je jednaka učinkovitosti komercijalnog fungicida tijekom cijelog 

razdoblja inkubacije, uključujući mjerenja nakon 144 i 168 sati od inokulacije.  

Kada se uspoređuju nikotinamidni derivati primijenjeni u koncentraciji od 10 µg/mL, svi su 

se značajno razlikovali od spoja (10). Spojevi (1), (4), (5), (6), (7) i (12) pokazali su bolje 

antifungalno djelovanje nakon 144 sata (p < 0,01) i 168 sati (p ≤ 0,01) nakon inokulacije u 

usporedbi s navedenim spojem. Usporedbom drugih nikotinamidnih derivata nisu utvrđene 

statistički značajne razlike u njihovu antifungalnom djelovanju. 
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Tablica 33. Usporedba antifungalnog djelovanja derivata nikotinamida (koncentracija 10 

µg/mL) i komercijalnog fungicida na porast micelija (mm) S. sclerotiorum na mrkvi 

           vrijeme od inokulacije 

spoj 
144h 

M ± SPM 

168h 

M ± SPM 

(1)  18,63 ± 5,31 Aa 26,63 ± 6,87 Aa 

(4)   8,88 ± 3,14 Aa 10,31 ± 3,45 Aa 

(5)  8,63 ± 2,18 Aa 11,06 ± 3,42 Aa 

(6)  18,00 ± 6,21 Aa 23,88 ± 8,43 Aa 

(7)  0,00 ± 0,00 a 0,00 ± 0,00 a 

(10)  39,25 ± 4,60 A 53,13 ± 5,98 A 

(12)   10,00 ± 2,67 Aa 11,50 ± 3,94 Aa 

kontrola (destilirana voda) a 40,00 ± 4,08 53,50 ± 3,99 

pozitivna kontrola (difenkonazol, tebukonazol) 

A 
0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

usporedba spojeva (Tukeyjev test) 

1, 4, 5, 6, 7, 12 > 

10 

7  >  1, 4, 5, 6, 12 

 

1, 4, 5, 6, 7, 12  >  

10 

7  > 1, 4, 5, 6, 12 

 

U stupcima su prikazane srednje vrijednosti četiriju ponavljanja (M) i standardna pogreška aritmetičke sredine (SPM). 

Značajne razlike između spojeva i pozitivne kontrole prikazane su slovom A (p ≤ 0,05), a značajne razlike između spojeva 

i kontrole (destilirana voda) slovom a (p ≤ 0,05). Značajne razlike među spojevima, odnosno Tukeyjev test (p ≤ 0,05), 

označene su brojkama navedenim uz pripadajuće spojeve. 

Usporedba derivata izonikotinamida (koncentracija 10 µg/mL i koncentracija 100 µg/mL) i 

komercijalnog fungicida (koncentracija 10 µg/mL) 

Analizom varijance (ANOVA) derivati izonikotinamida (koncentracija 10 µg/mL) 

uspoređeni su međusobno kao i s komercijalnim fungicidom te je utvrđena statistički 

značajna razlika među njima za tri mjerenja nakon inokulacije, odnosno za 120 sati F(7, 

120) = 13,07, p ≤ 0,001, za 144 sata F(7, 120) = 13,76, p ≤ 0,001 kao i za 168 sati nakon 

inokulacije F(7, 120) = 17,27, p ≤ 0,001. Deskriptivna statistika, kao i usporedba pojedinih 

spojeva primijenjenih u koncentraciji 10 µg/mL, prikazana je u tablici 34. Usporedbom 

antifungalnog djelovanja između izonikotinamidnih derivata pri koncentraciji 10 µg/mL 

utvrđeno je da su spojevi (10) i (12) imali statistički značajno bolje djelovanje na suzbijanje 

porasta micelija S. sclerotiorum u odnosu na spojeve (4), (5) i (6). Također, spoj (12) bio je 

statistički značajno učinkovitiji od ostalih spojeva. 
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Tablica 34. Usporedba antifungalnog djelovanja derivata izonikotinamida (koncentracija 10 

µg/mL) i komercijalnog fungicida na porast micelija (mm) patogena S. sclerotinia na mrkvi 

                          vrijeme od inokulacije 

spoj 

120 h 

M ± SPM 

144 h 

M ± SPM 

168 h 

M ± SPM 

(1)  18,25 ± 1,81 A 29,88 ± 5,08 A 39,69 ± 4,99 A 

(4)  29,88 ± 6,21 A 41,81 ± 7,51 A 50,88 ± 7,29 A 

(5)  26,06 ± 3,03 A 37,13 ± 2,24 A 49,13 ± 5,43 A 

(6)  23,63 ± 1,92 A 35,75 ± 3,50 A 49,06 ± 4,36 A 

(7)  23,81 ± 4,32 A 34,13 ± 6,08 A 44,44 ± 7,89 A 

(10)  0,00 ± 0,00 a 12,75 ± 4,21 Aa 14,38 ± 4,76 Aa 

(12)  0,00 ± 0,00 a 0,00 ± 0,00 a 0,00 ± 0,00 a 

kontrola (destilirana voda) a 
25,63 ± 2,69 37,69 ± 3,71 50,25 ± 4,57 

pozitivna kontrola (difenkonazola i 

tebukonazol) A 

0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

 

usporedba spojeva (Tukeyjev test) 

 

 4, 5, 6 < 10 

1, 4, 5, 6 < 12 

1, 4, 5, 6, 7 < 10 

1, 4, 5, 6, 7 < 12 

U stupcima su prikazane srednje vrijednosti četiriju ponavljanja i standardna pogreška aritmetičke sredine. 

Značajne razlike između spojeva i pozitivne kontrole prikazane su slovom A (p ≤ 0,05), a značajne razlike između spojeva 

i kontrole (destilirana voda) slovom a (p ≤ 0,05). Značajne razlike među spojevima, odnosno Tukeyjev test (p ≤ 0,05), 

označene su brojkama navedenim uz pripadajuće spojeve.  

U usporedbi s pozitivnom kontrolom, odnosno komercijalnim fungicidom većina 

izonikotinamidnih derivata primijenjenih u koncentraciji 10 µg/mL imala je slabije ili 

podjednako antifungalno djelovanje na porast micelija patogena S. sclerotiorum u odnosu na 

kontrolu (destilirana voda) tijekom cijelog inkubacijskog razdoblja. Jedini izonikotinamidni 

derivat koji je potpuno (100 %) suzbio porast micelija tijekom cijelog inkubacijskog 

razdoblja (120, 144 i 168 sati nakon inokulacije) bio je spoj (12) (tablica 34., slika 22.) te 

spoj (10), 120 sati nakon inokulacije. 
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Slika 22. Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida (10 µg/mL) na porast micelija S. 

sclerotiroum na mrkvi: a) kontrola (destilirana voda), b) spoj 12, c) pozitivna kontrola 

(fungicid), 120 h nakon inokulacije (Izvor: T. Siber) 

Slični rezultati dobiveni su i za izonikotinamidne derivate u koncentraciji od 100 µg/mL, 

odnosno utvrđene su statistički značajne razlike među spojevima za 120 sati F(7, 120) = 

18,84, p ≤ 0,001, za 144 sati F(7, 120) = 17,91, p ≤ 0,001 kao i za 168 sati nakon 

inokulacije F(7, 120) = 14,70, p ≤  0,001. Deskriptivna statistika, kao i usporedba pojedinih 

spojeva primijenjenih u koncentraciji 100 µg/mL, prikazana je u tablici 35.  

Izonikotinamidni spojevi (1), (4), (5), (7), (8), (10) i (12) primijenjeni u koncentraciji 100 

µg/mL imali su statistički značajno slabije ili podjednako djelovanje na porast micelija S. 

sclerotiorum u odnosu na kontrolu (destilirana voda) tijekom cijelog inkubacijskog razdoblja 

(tablica 35.). Osim toga, zabilježene su statistički značajne razlike između svih spojeva i 

komercijalnog fungicida pri čemu su svi spojevi imali značajno slabije antifungalno 

djelovanje.  

Povećanjem koncentracije spoja (12) (100 µg/mL), njegovo antifungalno djelovanje bilo je 

statistički značajno slabije u usporedbi s komercijalnim fungicidom (slika 23.). Također, 

antifungalno djelovanje spoja (10) pri koncentraciji od 100 µg/mL bilo je statistički značajno 

slabije u odnosu na kontrolu (destilirana voda) što sugerira da antifungalno djelovanje tih 

spojeva ovisi o primijenjenoj koncentraciji.  



Rezultati istraživanja 

91 

Tablica 35. Usporedba antifungalnog djelovanja derivata izonikotinamida (koncentracija 

100 µg/mL) i komercijalnog fungicida na porast micelija (mm) patogena S. sclerotinia na 

mrkvi 

                            vrijeme od inokulacije 

spoj 

120 h 

M ± SPM 

144 h 

M ± SPM 

168 h 

M ± SPM 

(1)  30,19 ± 2,64 A 40,56 ± 2,70 A 40,56 ± 2,70 A 

(4)  29,00 ± 1,82 A 37,94 ± 2,44 A 37,94 ± 2,44 A 

(5)  31,63 ± 1,52 A 44,19 ± 2,31 A 44,19 ± 2,31 A 

(6)  35,81 ± 1,67 Aa 47,56 ± 2,27 Aa 47,56 ± 2,27 A 

(7)  29,56 ± 1,57 A 45,00 ± 3,15 A 45,00 ± 3,15 A 

(8)  22,63 ± 2,13 A 30,44 ± 3,16 A 30,44 ± 3,16 A 

(9)  36,06 ± 2,88 Aa 49,13 ± 2,78 Aa 49,13 ± 2,78 Aa 

(10)  25,88 ± 2,94 A 34,81 ± 3,93 A 34,81 ± 3,93 A 

(12)  12,38 ± 3,21 Aa 17,81 ± 5,03 Aa 26,75 ± 7,47 Aa 

kontrola (destilirana voda) a 25,63 ± 2,69 37,69 ± 3,71 50,25 ± 4,57 

pozitivna kontrola (difenkonazola i 

tebukonazol) A 
0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

 

usporedba spojeva (Tukeyjev test) 

 

1, 4, 5, 6, 7, 9, 10 

< 12 

6, 9 < 8 

1, 4, 5, 6, 7, 9, 10 < 

12 

6, 9 < 8 

 4, 5, 6, 7, 9,  < 

12 

6, 9 < 8 

U stupcima su prikazane srednje vrijednosti četiriju ponavljanja i standardna pogreška aritmetičke sredine. Značajne 

razlike između spojeva i pozitivne kontrole prikazane su slovom A (p ≤ 0,05), a značajne razlike između spojeva i kontrole 

(destilirana voda) slovom a (p ≤ 0,05). Značajne razlike među spojevima, odnosno Tukeyjev test (p ≤ 0,05), označene su 

brojkama navedenim uz pripadajuće spojeve.  
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Slika 23. Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida (100 µg/mL) na porast micelija 

S. sclerotiroum na mrkvi: a) kontrola (destilirana voda), b) pozitivna kontrola (fungicid), 

c) spoj 12, 120 h nakon inokulacije (Izvor: T. Siber) 

Rezultati pokazuju da spoj (12) ima statistički značajno bolje antifungalno djelovanje u 

usporedbi sa spojevima (5), (6), (7) i (9). Također, spoj (8) pokazao je statistički značajno 

bolje djelovanje u odnosu na spojeve (6) i (9). Rezultati potvrđuju hipotezu da postoje razlike 

u antifungalnom djelovanju kvaternih piridinijevih soli na porast micelija pri čemu je 

komercijalni fungicid znatno učinkovitiji u inhibiranju porasta micelija S. sclerotiorum u 

usporedbi s većinom nikotinamidnih i izonikotinamidnih derivata. Ipak, među 

nikotinamidnim spojevima – spoj (7), a među izonikotinamidnim spojevima – spoj (12), 

pokazali su antifungalno djelovanje jednako onomu komercijalnog fungicida pri 

koncentraciji od 10 µg/mL. 

Test klijavosti sklerocija 

Kako bi se utvrdilo djeluju li kvaterne piridinijeve soli na vijabilnost sklerocija patogena S. 

sclerotiorum (cilj 4.), nakon provedenog pokusa in vivo na prirodnom supstratu (mrkvi) te 

prikupljenim sklerocijama, proveden je test klijavosti sklerocija. Na temelju broja isklijalih 

sklerocija za svaki tretman izračunani su postotak klijavosti i inhibicija klijavosti sklerocija 

(grafikon 1. i 2.).  
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Stupci prikazuju prosječan postotak klijavih sklerocija u četirima ponavljanjima po tretmanima. 
Oznake: K – kontrola  (destilirana voda), negativna kontrola (DMSO), 1a, 4a, 5a, 6a, 10a,12a – spojevi koncentracije 10 

µg/mL. 

Grafikon 1. Utjecaj derivata nikotinamida na klijavost sklerocija patogena S. sclerotiorum 

Na grafikonu 1. prikazani su rezultati testa klijavosti sklerocija pod utjecajem različitih 

nikotinamidnih derivata primijenjenih u koncenetraciji 10 µg/mL. Sklerocije iz kontrolne 

varijante (destilirana voda) pokazale su najveći postotak klijavosti – 95,3 %. Slično 

kontrolnoj varijanti, tretman spojem (1) u koncentraciji od 10 µg/mL pokazao je vrlo slab 

inhibitorni učinak na klijavost sklerocija s inhibicijom od 2,92 %. 

Spojevi (6) i (12) primijenjeni u istoj koncentraciji od 10 µg/mL također su pokazali slab 

inhibitorni učinak od 8,80 % i 11,90 %. Suprotno tomu, spoj (4) u koncentraciji od 10 µg/mL 

utjecao je na niži postotak klijavosti sklerocija od 68,8 % u odnosu na kontrolu, s inhibicijom 

27,90 %. Spoj (5) u istoj koncentraciji pokazao je značajan utjecaj na inhibiciju klijavosti 

sklerocija od 60,67 %, s postotkom klijavih sklerocija od 37,5 %. Najbolji inhibicijski 

učinak, 87,31 %, imao je spoj (10), s postotkom klijavosti sklerocija od 12,1 %. 

Važno je napomenuti da primjenom pozitivne kontrole (komercijalni fungicid) i spoja (7) u 

koncentraciji od 10 µg/mL na prirodnom supstratu (mrkva) nije bilo porasta micelija te  

patogen S. sclerotiorum nije formirao sklerocije. 
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Stupci prikazuju prosječan postotak klijavih sklerocija u četirima ponavljanjima po tretmanima. 

Oznake: K – kontrola  (destilirana voda), negativna kontrola (DMSO), 1a, 4a, 5a, 6a, 7a, 12a – spojevi koncentracije 10 

µg/mL; 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 – spojevi koncentracije 100 µg/mL. 

Grafikon 2. Utjecaj derivata izonikotinamida na klijavost sklerocija patogena S. sclerotiorum  

Rezultati testa klijavosti sklerocija pod utjecajem različitih iznikotinamidnih derivata 

primijenjenih u koncentracijama od 10 µg/mL i 100 µg/mL prikazani su grafikonom 2. 

Usporedbom kontrole (destilirana voda) s postotkom klijavosti sklerocija od 95,3 % i 

spojeva (5), (8) i (12) primijenjenih u koncentraciji od 100 µg/mL, utvrđeno je da se spojevi 

nisu bitnije razlikovali od kontrole. Navedeni spojevi pokazali su najslabije inhibicijsko 

djelovanje na klijanje sklerocija u usporedbi s ostalim primijenjenim spojevima u objema 

koncentracijama, s inhibicijom od 5,74 %, 2,82 % i 1,92 %.   

Dobro inhibitorno djelovanje na klijanje sklerocija pokazali su spojevi (4), (6), (9) i (11) 

primijenjeni u koncentraciji 100 µg/mL, a nakon njihove primjene, postotak isklijalih 

sklerocija nije prelazio 50 %. Inhibicijski učinak navedenih spojeva iznosio je 57,60 %, 

50,20 %, 52,46 % i 59,12 %.   

Najbolje inhibitorno djelovanje na klijanje sklerocija pokazao je spoj (1) primijenjen u 

koncentraciji od 100 µg/mL, postižući inhibiciju od 90,66 %.  Međutim, utjecaj spoja (1) na 

klijavost sklerocija S. sclerotiorum ovisi o njegovoj koncentraciji. Primjena istog spoja u 

nižoj koncentraciji od 10 µg/mL utjecala je na slabije inhibicijsko djelovanje na klijavost 

sklerocija te je iznosila 22,21 %.  
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Također, kao i kod testa utjecaja derivata nikotinamida na klijavost sklerocija, u tretmanu s 

pozitivnom kontrolom (komercijalni fungicid) na prirodnom supstratu (mrkva) patogen S. 

sclerotiorum nije formirao sklerocije. 

Iako većina derivata izonikotinamida u primijenjenoj koncentraciji od 100 µg/mL u in vivo 

testu na mrkvi pokazuje slabije djelovanje na porast micelija u odnosu na kontrolu 

(destilirana voda). Isti spojevi imaju bolje inhibitorno djelovanje na klijanje sklerocija u 

odnosu na spojeve primijenjene u  koncentraciji 10 µg/mL. 

3.2.2. Utjecaj sintetiziranih spojeva na porast micelija B. cinerea – in vivo test na plodovima 

rajčice 

Kako bi se utvrdilo (a) razlikuju li se kvaterne piridinijeve soli međusobno u antifungalnom 

djelovanju na porast micelija fitopatogene gljive B. cinerea te (b) postoji li razlika u 

antifungalnom djelovanju kvaternih piridinijevih soli i komercijalnog fungicida na porast 

micelija fitopatogene gljive B. cinerea, provedena je analiza varijance (ANOVA) uz 

Tukeyjev test višestruke usporedbe.  

In vivo test na plodovima rajčice proveden je s pomoću odabranih spojeva iz skupine 

nikotinamdinih piridina. Spojevi su odabrani na temelju rezultata dobivenih in vitro 

istraživanjem. Rezultati su u nastavku prikazani za nikotinamidne derivate (koncentracija 

100 µg/mL) i to zasebno za različita vremena inkubacije. Pritom je ANOVA-om utvrđena 

statistički značajna razlika među spojevima za 96 sati F(5, 81) = 129,44, p ≤  0,001, za 120 

sati F(5, 79) = 88,92, p ≤  0,001 kao i za 144 sati F(5, 78) = 102,533, p ≤  0,001. Rezultati 

su prikazani u tablici 35. Tukeyjevim testom višestruke usporedbe provjereno je među kojim 

spojevima postoje statistički značajne razlike (p ≤ 0,05).  

Rezultati istraživanja prikazani u tablici 35. pokazali su da ni kod jednoga nikotinamidnog 

derivata s primijenjenom koncentracijom od 100 µg/mL nije utvrđena potpuna inhibicija 

porasta micelija patogena B. cinerea. Osim toga, 96 i 120 sati od inokulacije nikotinamidni 

derivati nisu se međusobno značajno razlikovali u svojem antifungalnom djelovanju od 

kontrole (destilirana voda). No odmakom vremena inkubacije, odnosno 144 sata od 

inokulacije, tri spoja: (2), (9) te (10), imala su značajno slabiji inhibitorni učinak na porast 

micelija od kontrole (destiliran voda) (p ≤ 0,05). Značajna razlika Tukeyjevim testom 

višestrukih usporedbi utvrđena je i za spojeve (10) i (12) pri čemu je spoj (12) imao značajno 

bolje antifungalno djelovanje 120 i 144 sata nakon inokulacije, dok je spoj (9) pokazao 
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najbolje djelovanje 96 sati nakon inokulacije.  

Tablica 35. Utjecaj derivata nikotinamida (koncentracija 100 µg/mL) na porast micelija B. 

cinerea 

                               h od inokulacije 

Spoj                                        

96 h 

M ± SPM 

120 h 

M ± SPM 

144 h 

M ± SPM 

(2)  29,00 ± 1,47 A 37,25 ± 2,04 A 45,33 ± 1,70 Aa 

(9)   26,67 ± 1,08 A 37,00 ± 1,83 A 43,86 ± 2,14 Aa 

(10)  27,21 ± 1,16 A 39,77 ± 2,04 A 46,62 ± 2,32 Aa 

(12)   27,00 ± 0,94 A 34,71 ± 1,89 A 37,86 ± 2,39 A 

kontrola (destilirana voda) a 25,58 ± 0,62 32,83 ± 1,25 35,08 ± 1,62 

pozitivna kontrola (fenheksamid) A 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

usporedba kvaternih piridinijevih soli 

(Tukeyjev test) 
⎯ ⎯ 10 > 12 

U stupcima su prikazane srednje vrijednosti četiriju ponavljanja (M) i standardna pogreška aritmetičke sredine (SPM). 

Značajne razlike između spojeva i pozitivne kontrole prikazane su slovom A (p ≤ 0,05), a značajne razlike između spojeva 

i kontrole (destilirana voda) slovom a (p ≤ 0,05). Značajne razlike među spojevima, odnosno Tukeyjev test (p ≤ 0,05), 

označene su brojkama navedenim uz pripadajuće spojeve. 

Općenito, rezultati pokazuju da se duljim vremenom inkubacije inhibitorno djelovanje 

derivata nikotinamida na B. cinerea pri koncentraciji od 100 µg/mL smanjuje. Usporedno s 

komercijalnim fungicidom, svi su nikotinamidni derivati pokazali značajno slabiji 

inhibitorni učinak, bez obzira na trajanje inkubacije. 

3.2.3. Utjecaj derivata nikotinamida i izonikotinamida na porast micelija F. culmorum in 

vivo test na klijancima pšenice 

Kako bi se utvrdilo razlikuju li se kvaterne piridinijeve soli međusobno u antifungalnom 

djelovanju na porast micelija fitopatogene gljive F. culmorum, odnosno razlikuju li se u 

djelovanju na klijance pšenice umjetno zaražene s navedenim patogenom, proveden je in 

vivo test na klijancima pšenice (cilj 1.). Kako bi se utvrdilo postoji li razlika u antifungalnom 

djelovanju kvaternih piridinijevih soli i komercijalnog fungicida na klijance pšenice 

zaražene fitopatogenom F. culmorum, provedena je analiza varijance (ANOVA) uz 

Tukeyjev test višestruke usporedbe (cilj 4.).  

Proveden je in vivo test na klijancima pšenice posijanim u pijesak kontaminiran gljivom F. 

culmorum, s pomoću odabranih spojeva iz skupine nikotinamidnih i izonikotinamidnih 

derivata. Odabir spojeva temeljio se na rezultatima dobivenim in vitro istraživanjem. 
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Intenzitet infekcije klijanaca pšenice ocijenjen je skalom od 0 do 5, nakon čega je izračunan 

indeks bolesti. Taj indeks pruža uvid u stupanj bolesti i pokazuje utječu li odabrani 

nikotinamidni i izonikotinamidni derivati na smanjenje intenziteta zaraze s F. culmorum 

(tablice 36. i 37.).  

Podatci iz tablice 36. jasno pokazuju da različiti spojevi imaju različitu učinkovitost u 

smanjenju paleži klijanaca pšenice. Tretman ZP/KP (zrno pšenice / kontaminirani pijesak) 

predstavlja kontrolnu varijantu bez primjene spojeva, za što je utvrđen najviši indeks bolesti 

(14,2). Tretman F/KP (fungicid/kontaminirani pijesak) predstavlja pozitivnu kontrolu, 

odnosno sjeme tretirano kemijskim fungicidom i posijano u kontaminiran pijesak. U tom  

tretmanu utvrđen nizak indeks bolesti 2,2 objašnjava se visokom učinkovitošću fungicida. 

Indeks bolesti od 6,7 utvrđen je za tretmane (1) i (10) što je niže od kontrole ZP/KP, ali više 

od  pozitivne kontrole F/KP. Za tretman (4) utvrđen je isti indeks bolesti kao i kod pozitivne 

kontrole F/KP. Najučinkovitiji su spojevi (2a) i (4a) kod kojih je utvrđen indeks bolesti 0,9.  

Tablica 36. Utjecaj derivata nikotinamida (10 i 100 µg/mL) na intenzitet bolesti 

Tretman Indeks bolesti 

(1)  6,7 

(10)  6,7 

(12)  11,6 

(4)  2,2 

(2a)  0,9 

(4a)  0,9 

ZP/KP 14,2 

F/KP 2,2 

Tretmani: S/KP – primijenjeni spoj / kontaminirani pijesak, ZP/KP – zrno pšenice / kontaminirani pijesak, F/KP – fungicid 

/ kontaminirani pijesak. Oznake: 1, 10, 12, 4 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 2a, 4a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Podatci prikazani u tablici 37. upućuju na različito djelovanje izonikotinamidnih derivata u 

smanjenju intenziteta paleži klijanaca pšenice. Najveći indeks bolesti 14,2 utvrđen je u 

kontrolnoj varijanti ZP/KP, dok je kod primjene fungicida (pozitivna kontrola F/KP) utvrđen 

najniži indeks bolesti 2,2. Indeks bolesti 12 utvrđen je kod primjene spoja  (7)/KP što je niže 

od kontrole ZP/KP, ali značajno više od pozitivne kontrole F/KP, upućujući na slabije 

djelovanje na smanjenje bolesti. Za tretman (9)/KP utvrđen je indeks bolesti 3,5 što je niže 

od kontrole ZP/KP i bliže utvrđenom indeksu za pozitivnu kontrolu F/KP. Također, dobru 
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učinkovitost na smanjenje intenziteta bolesti pokazao je i spoj (7a)/KP pri nižoj koncentraciji 

s utvrđenim indeksom bolesti 4,9 što je niže od  kontrole ZP/KP i  spoja (7)/KP. 

Tablica 37. Utjecaj derivata izonikotinamida (10 i 100 µg/mL) na intenzitet bolesti 

Tretman Indeks bolesti 

(10)  5,8 

(7)  12 

(8)  5,3 

(9)  3,5 

(10a)  8,9 

(7a)  4,9 

ZP/KP 14,2 

F/KP 2,2 

Tretmani: S/KP – primijenjeni spoj / kontaminirani pijesak, ZP/KP – zrno pšenice / kontaminirani pijesak, F/KP – fungicid 

/ kontaminirani pijesak. Oznake: 10, 7, 8, 9 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 10a, 7a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Rezultati u nastavku prikazuju utjecaj nikotinamidnih i izonikotinamidnih derivata 

(koncentracija 10 i  100 µg/mL) na masu svježe i suhe biljke i korijena te dužinu biljke i 

korijena. Tukeyjevim testom višestruke usporedbe provjereno je među kojim spojevima 

postoje statistički značajne razlike (p ≤ 0,05).  

Kao što se može vidjeti na grafikonu 3., primjenom većine nikotinamidnih derivata 

ANOVA-om uz Tukeyjev post-hoc test utvrđena je statistički značajno veća masa svježeg 

korijena pšenice nakon primjene spojeva u odnosu na kontrolu (sterilno zrno). Izuzetak su 

spojevi (1) i (12) u primijenjenoj koncentraciji 100 µg/mL za koje nisu utvrđene statistički 

značajne razlike.  

Usporedbom s fungicidnim tretmanom kod svih ispitanih spojeva utvrđena je značajno 

manja masa svježeg korijena. Kada se usporedi utjecaj derivata nikotinamida na masu 

svježeg korijena pšenice, nisu utvrđene statistički značajne razlike između spojeva (1) i (12) 

primjenjeni u koncentraciji 100 µg/mL, kao ni između spoja (2a) pri koncentraciji 10 µg/mL 

te spoja (4a) primjenjenog u koncentraciji 10 µg/mL i spoja (4) primjenjenog u koncentraciji 

100 µg/mL.   
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Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P ≤ 0,05).  
Oznake: 1, 10, 12, 4 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 2a, 4a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 3. Utjecaj derivata nikotinamida na masu svježeg korijena pšenice 

Kao što je prikazano grafikonom 4., ANOVA-om uz Tukeyjev post-hoc test utvrđena je 

statistički značajno veća masa liofiliziranog korijena pšenice nakon primjene spojeva u 

odnosu na  kontrolu samo za spoj (4)  u primijenjenoj koncentraciji od 100 µg/mL. Za ostale 

spojeve nisu utvrđene razlike.  

Usporedbom s fungicidnim tretmanom, kod svih ispitanih spojeva utvrđena je značajno 

manja masa liofiliziranog korijena. Ako se usporedi utjecaj pojedinih derivata nikotinamida 

na masu lifoliziranog korijena, primjenom spojeva (1) i (12) primijenjenih u koncentraciji 

od 100 µg/mL, spoja (2a) primijenjenog u koncentraciji 10 µg/mL nisu utvrđene statistički 

značajne razlike.  
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Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P ≤ 0,05).  
Oznake: 1, 10, 12, 4 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 2a, 4a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 4. Utjecaj derivata nikotinamida na masu liofiliziranog korijena pšenice 

Usporedbom nikotinamidnih derivata i kontrole (sterilno zrno), s obzirom na masu svježe 

biljke pšenice ANOVA-om uz Tukeyjev post-hoc test, utvrđena je statistički značajno veća 

masa svježe biljke pšenice u odnosu na kontrolu (sterilno zrno) za tri spoja, odnosno (10), 

(12), (4) primijenjena u koncentraciji 10 µg/mL (4a) i 100 µg/mL (grafikon 5.).  

Ako se usporedi utjecaj pojedinih derivata nikotinamida na masu svježe biljke pšenice, 

podjednako djelovanje su imali spojevi (1) primijenjen u koncentraciji 100 µg/mL i (2a) 

primijenjen u koncentraciji 10 µg/mL, zatim spoj (4a) primijenjen u koncentraciji 10 µg/mL 

i  koncentraciji 100 µg/mL te spojevi (10) i (12) primijenjeni u koncentraciji od 100 µg/mL. 
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Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P≤ 0,05). 

Oznake: 1, 10, 12, 4 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 2a, 4a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 5. Utjecaj derivata nikotinamida na masu svježe biljke pšenice 

Usporedbom nikotinamidnih derivata i kontrole (sterilno zrno), s obzirom na masu 

liofilizirane biljke pšenice ANOVA-om uz Tukeyjev post-hoc test, utvrđena je statistički 

značajno veća masa liofilizirane biljke pšenice za četiri spoja, (4a) primijenjen u 

koncentraciji 10 µg/mL i koncentraciji 100 µg/mL, (10)  primijenjen u koncentraciji 100 

µg/mL i (12) primijenjen u koncentraciji 100 µg/mL (grafikon 6.). Nadalje, u usporedbi s 

fungicidnim tretmanom, kod svih ispitanih spojeva utvrđena je značajno manja masa 

liofilizirane biljke pšenice. 

Ako se usporedi utjecaj pojedinih nikotinamidni derivata na masu liofilizirane biljke pšenice, 

nisu utvrđene statistički značajne razlike između spoja (1) primijenjenog u koncentraciji 100 

µg/mL i spoja (2a) primijenjenog u koncentraciji 10 µg/mL, te između spojeva (4a) 

primijenjenog u koncentraciji 10 µg/mL, spojeva (10) i (12) primjenjenih u koncentraciji 

100 µg/mL.  
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Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P ≤ 0,05).  
Oznake: 1, 10, 12, 4 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 2a, 4a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 6. Utjecaj derivata nikotinamida na masu liofilizirane biljke pšenice 

Usporedbom utjecaja derivata nikotinamida i kontrole (sterilno zrno), s obzirom na dužinu 

biljke pšenice ANOVA-om uz Tukeyjev post-hoc test, utvrđena je statistički značajno veća 

dužina biljke pšenice u odnosu na kontrolu samo za spoj (4), primijenjen u koncentraciji 100 

µg/mL (grafikon 7.).  

Nije utvrđena statistički značajna razlika u dužini biljke pšenice između djelovanja ispitanih 

spojeva i fungicida. Također, analiza je pokazala da svi nikotinamidni derivati imaju 

podjednak učinak na dužinu biljke pšenice.  

c

b b

c

b b

a

c

1 10 12 2a 4 4a Fungicid Sterilno 

zrno

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25
M

a
sa

 l
io

fi
li

zi
ra

n
e 

b
il

jk
e 

(g
)

Tretmani



Rezultati istraživanja 

103 

Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P ≤ 0,05).  

Oznake: 1,10,12,4 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 2a, 4a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 7. Utjecaj derivata nikotinamida na dužinu biljke pšenice 

Statistički značajna razlika u većoj dužini korijena biljke pšenice utvrđena je za sve 

primjenjene spojeve u odnosu na kontrolni tretman (sterilno zrno). S druge strane, između 

fungicidnog tretmana i ispitanih nikotinamidnih derivata nije utvrđena statistički značajna 

razlika u dužini korijena biljke pšenice, osim za spoj (4) primijenjen u koncentraciji 100 

µg/mL (grafikon 8). 

Svi nikotinamidni derivati pokazali su podjednako djelovanje na dužinu korijena, osim spoja 

(12) primijenjenog u koncentraciji 100 µg/mL, kod kojeg je utvrđena statistički značajno 

manja dužina korijena u odnosu na ostale ispitane spojeve. 
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Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P ≤ 0,05). 

Oznake: 1, 10, 12, 4 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 2a, 4a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 8. Utjecaj derivata nikotinamida na dužinu korijena biljke pšenice 

Utjecaj derivata izonikotinamida na masu svježeg korijena pšenice prikazan je na grafikonu 

9. ANOVA analiza, uz Tukeyjev post-hoc test, pokazala je da su svi ispitani spojevi 

statistički značajno povećali masu svježeg korijena pšenice u odnosu na kontrolni tretman 

(sterilno zrno). Za sve ispitane spojeve utvrđena je statistički značajno manja masa svježeg 

korijena pšenice u usporedbi s fungicidnim tretmanom. 

Kada se usporedi utjecaj pojedinih spojeva na masu svježeg korijena pšenice, statistički 

značajne razlike nisu utvrđene između spoja (9) i (7) primijenjeni u koncentraciji 100 µg/mL, 

te između spoja (10) primjenjenog u koncentraciji 10 i 100 µg/mL i spoja (7a) primjenjenog 

u koncentraciji 10 µg/mL. 
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Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P ≤ 0,05). 

Oznake: 10, 7, 8, 9 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 10a, 7a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 9. Utjecaj derivata izonikotinamida na masu svježeg korijena pšenice 

Usporedbom derivata izonikotinamida i kontrole (sterilno zrno), s obzirom na masu 

liofiliziranog korijena pšenice ANOVA-om uz Tukeyjev post-hoc test, utvrđena je statistički 

značajno veća masa liofiliziranog korijena pšenice u odnosu na kontrolu (sterilno zrno) za 

spojeve (7) i (8) primijenjene u koncentraciji 100 µg/mL (grafikon 10.).  

Primjenom svih ispitanih spojeva utvrđena je statistički značajno manja masa liofiliziranog 

korijena pšenice nego kod fungicidnog tretmana. Kod usporedbe utjecaja različitih 

izonikotinamidnih derivata na masu liofiliziranog korijena pšenice, spojevi (10), (9) 

primjenjeni u koncentraciji 100 µg/mL i (10a) i (7a) primjenjeni u koncentraciji 10 µg/mL 

pokazali su podjednako djelovanje.  
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Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P ≤ 0,05). 

Oznake: 10, 7, 8, 9 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 10a, 7a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 10. Utjecaj derivata izonikotinamida na masu liofiliziranog korijena pšenice 

Usporedbom derivata izonikotinamida i kontrole (sterilno zrno), s obzirom na masu svježe 

biljke pšenice, utvrđena je statistički značajno veća masa svježe biljke pšenice kod većine 

ispitanih spojeva u odnosu na kontrolu (sterilno zrno). Izuzetak su spojevi (7) i (9), 

primijenjeni u koncentraciji 100 µg/mL, za koje nije utvrđena značajna razlika (grafikon 

11.).  

Nakon primjene pet od šest spojeva, utvrđena je statistički značajno manja masa svježe biljke 

pšenice nego kod fungicidnog tretmana. Iznimka je spoj (10) za koji nije utvrđena statistički 

značajna razlika. 
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Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P ≤ 0,05). 
Oznake: 10, 7, 8, 9 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 10a, 7a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 11. Utjecaj derivata izonikotinamida na masu svježe biljke pšenice 

Kako je prikazano na grafikonu 12., ANOVA-om uz Tukeyjev post-hoc test utvrđeno je da 

svi ispitani spojevi imali statistički značajno veću masu liofilizirane biljke pšenice u odnosu 

na kontrolni tretman (sterilno zrno). Međutim, masa liofilizirane biljke kod svih spojeva bila 

je statistički značajno manja u usporedbi s fungicidnim tretmanom.Kada se uspoređuje 

utjecaj različitih izonikotinamidnih derivata na masu liofilizirane biljke, rezultati su slični za 

sve spojeve. Izuzetak je spoj (8) primjenjeni u koncentraciji 100 µg/mL koji je imao 

statistički značajno veću masu liofilizirane biljke pšenice u odnosu na ostale spojeve. 
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Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P ≤ 0,05). 

Oznake: 10, 7, 8, 9 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 10a, 7a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 12. Utjecaj derivata izonikotinamida na masu liofilizirane biljke pšenice 

Usporedbom utjecaja derivata izonikotinamida i kontrole (sterilno zrno) na dužinu biljke 

pšenice utvrđena je statistički značajno veća dužina biljke za spoj (7a) primijenjen u 

koncentraciji 10 µg/mL i spoj (10) primijenjen u koncentraciji 100 µg/mL.  

Usporedba utjecaja različitih izonikotinamidnih derivata na dužinu biljke pšenice pokazuje 

podjedanko djelovanje spoja (10a) primjenog u koncentraciji 10 µg/mL i spoja (8) u 

koncentraciji 100 µg/mL u odnosu na fungicidni tretman. Iznimka je spoj (7a) u 

koncentraciji 10 µg/mL, koji jedini pokazuje statistički značajnu veću dužinu biljke pšenice 

u usporedbi s fungicidnim tretmanom (grafikon 13).  
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Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P ≤ 0,05).  

Oznake: 10, 7, 8, 9 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 10a, 7a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 13. Utjecaj derivata izonikotinamida na dužinu biljke pšenice 

Usporedbom utjecaja derivata izonikotinamida i kontrole (sterilno zrno) na dužinu korijena 

pšenice utvrđena je statistički značajno veća dužina korijena pšenice za većinu spojeva, osim 

za spojeve (7) i (9) primijenjene u koncentraciji od 100 µg/mL.  

U usporedbi s fungicidnim tretmanom, statistički značajno veća dužina korijena zabilježena 

je samo za spoj (7a) u koncentraciji 10 µg/mL. Spojevi (10) i (8) primjenjeni u koncentraciji 

100 µg/mL i spoj (10a) primjenjen u koncentraciji 10 µg/mL u nisu pokazali statistički 

značajnu razliku u dužini korijena u odnosu na fungicidin tretman (grafikon 14).  Kada se 

usporede pojedini spojevi prema njihovom utjecaju na dužinu korijena pšenice, slične 

vrijednosti su zabilježene za spojeve (7) i (9) primijenjeni u koncentraciji 100 µg/mL, te za 

spoj (10) primjenjen u koncentracijama od 10 µg/mL i 100 µg/mL (grafikon 14).  
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Stupci prikazuju srednje vrijednosti triju ponavljanja po tretmanima i standardnu pogrešku aritmetičke sredine dobivenu 

Tukeyjevim testom (P ≤ 0,05). Razlike između srednjih vrijednosti tretmana označene su različitim slovima prema 

Tukeyjevu HSD testu (P ≤ 0,05). 

Oznake: 10, 7, 8, 9 – spojevi koncentracije 100 µg/mL; 10a, 7a – spojevi koncentracije 10 µg/mL 

Grafikon 14. Utjecaj derivata izonikotinamida na dužinu korijena pšenice 
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4. RASPRAVA 
 

Odabrane vrste rodova Fusarium, Sclerotinia i Botryotinia fakultativni su polifagi i 

predstavljaju neke od najznačajnijih uzročnika biljnih bolesti. Zbog širokog spektra 

domaćina, brzog širenja i sposobnosti brzog prilagođavanja različitim ekološkim uvjetima, 

te gljive uzrokuju značajne gubitke u poljoprivrednoj proizvodnji širom svijeta (Bolton i 

sur., 2006). Njihova važnost i složena kontrola rezultat su njihove patogenosti, životnog 

ciklusa i sposobnosti preživljavanja nepovoljnih uvjeta u obliku trajnih spora/struktura. Za 

uspješno suzbijanje tih patogenih gljiva ključan je integriran pristup, odnosno primjena 

preventivnih mjera, biološka kontrola i, po potrebi, primjena fungicida. 

Iako fungicidi imaju važnu ulogu u prevenciji i kontroli biljnih patogena, istraživanja jasno 

potvrđuju problem otpornosti patogena na fungicide što je uglavnom posljedica njihove 

česte i intenzivne primjene, a neizostavan je problem koji je posljedica uporabe fungicida 

onečišćenje okoliša (Zhang i sur., 2009., Wang i sur., 2013.,). Zbog toga je sve veći naglasak 

na smanjenju upotrebe kemijskih fungicida i primjeni alternativnih metoda za kontrolu 

biljnih patogena, uključujući biološku kontrolu i druge ekološki prihvatljivije pristupe. 

Brojna istraživanja usmjerena su na otkrivanje i sintezu novih fungicidnih spojeva koji su 

ekološki prihvatljiviji, imaju novu strukturu i visoko biološko djelovanje (Messing i 

Brodeur, 2018., Zubrod i sur., 2019., Zhang i sur., 2024.).   

Zbog svoje biološke aktivnosti i značajnog inhibitornog djelovanja na neke važne enzime, 

sve veća pozornost usmjerena je na istraživanje djelovanja različitih nikotinamidnih i 

izonikotinamidnih derivata (Walcourt i sur., 2004., Guan i sur., 2014., Tcherniuk i sur., 

2017.).  

Razlika između nikotinamidnih i izonikotinamidnih derivata očituje se u različitom položaju 

karboksamidne skupine (-CONH2) na piridinskom prstenu (vidjeti prilog, tablica 3. i 4.) te  

u njihovim kemijskim i biološkim svojstvima što utječe na njihovu primjenu u različitim 

znanstvenim područjima.  

Prema dostupnoj literaturi, antifungalno djelovanje izonikotinamidnih derivata na značajne 

fitopatogene gljive još uvijek je nedovoljno istraženo područje. Derivati se izonikotinamida 

češće istražuju u medicinskom području u usporedbi s derivatima nikotinamida. Njihova 

kemijska i biološka svojstva omogućuju inhibiciju različitih sojeva bakterija, uključujući 

one otporne na antibiotike, te također pokazuju potencijal za inhibiranje tumorskih stanica 
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različitih vrsta karcinoma (Hasmann i Schemainda, 2003., Mishra i sur., 2010., Dang i sur., 

2019., Paruch i sur., 2022.). 

Zadani su ciljevi ovog istraživanja bili: utjecaj kvaternih piridinijevih soli, odnosno 

nikotinamidnih i izonikotinamidnih derivata na porast micelija patogena iz rodova 

Fusarium, Botryotinia i Sclerotinia (cilj 1.), utjecaj istih na klijanje konidija/sklerocija i rast 

kličnih cijevi patogena iz roda Botryotinia i Sclerotinia (cilj 2.). Također, cilj je utvrditi 

razlikuju li se kvaterne piridinijeve soli međusobno u antifungalnom djelovanju na porast 

micelija navedenih fitopatogenih gljiva te postoji li razlika u antifungalnom djelovanju 

kvaternih piridinijevih soli i komercijalnog fungicida na porast micelija navedenih 

fitopatogenih gljiva (cilj 4.).  

Na temelju rezultata dobivenih in vitro istraživanja, utvrđeno je (cilj 3.) antifungalno 

djelovanje odabranih spojeva in vivo na prirodnim supstratima te su uspoređeni s kemijskim 

fungicidima.  

Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida i izonikotinamida na porast micelija S. 

sclerotiorum 

U brojnim istraživanjima ispitano je antifungalno djelovanje različitih nikotinamidnih 

derivata na patogen S. sclerotiorum u cilju pronalaska fungicida inhibitora sukcinat-

dehidrogenaze koji imaju nisku fitotoksičnost s jednakim djelovanjem kao i često 

primjenjivan komercijalni fungicid boskalid (Cheng i sur., 2021., Wang i sur., 2022., Yan i 

sur., 2024.).  

U istraživanju za ovaj doktorski rad in vitro antifungalni testovi pokazali su značajno 

smanjenje porasta micelija S. sclerotiorum primjenom svih nikotinamidnih derivata, u 

objema koncentracijama (10 i 100 µg/mL) u usporedbi s kontrolom (čisti KDA).  

Također, utvrđeno je da većina nikotinamidnih derivata ima bolje antifungalno djelovanje 

na porast micelija patogena S. sclerotiorum povećanjem koncentracije (100 µg/mL) što je u 

skladu s rezultatima istraživanja koje su proveli Bušić i sur. (2022.b). U navedenom 

istraživanju  ispitano je  inhibitorno djelovanje 11 novih piridinijevih derivata u dvjema 

koncentracijama (10 i 100 µg/mL). Antifungalno djelovanje sintetiziranih spojeva ispitano 

je u in vitro uvjetima na porast micelija četiriju patogena, uključujući i S. sclerotiorum. 

Dobiveni rezultati Bušić i sur. (2022.b) potvrdili su da su svi sintetizirani spojevi pokazali 

izvrsnu inhibiciju porasta micelija patogena S. sclerotiorum u koncentraciji 100 µg/mL koja 
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se 48 sati nakon inokulacije kretala od 79,62 do 90,76 %.  

Prema rezultatima istraživanja ovog doktorskog rada nikotinamidni derivati (9) i (10) 

pokazali su podjednako djelovanje u suzbijanju porasta micelija patogena S. sclerotiorum 

nakon 48 sati inkubacije pri koncentraciji 100 µg/mL, bez statistički značajnih razlika u 

odnosu na komercijalni fungicid (tablica 6.). Rezultati dobiveni ovim istraživanjem su u 

skladu s istraživanjem Bušić i sur. (2022.b) koji su također utvrdili bolju inhibiciju porasta 

istog patogena pri većoj koncentraciji od 100 µg/mL u usporedbi s komercijalnim 

fungicidom. 

Istraživanje Ye i sur. (2014.) pokazalo je da 38 nikotinamidnih derivata (potencijalnih 

inhibitora sukcinat dehidrogenaze) imaju antifungalno djelovanje slično učinku 

komercijalnih fungicida protiv patogena R. solani i S. sclerotiorum, što je slično s 

rezultatima istraživanja ovog doktorskog rada. 

Antifungalna aktivnost tih derivata utvrđena je na porast micelija R. solani i S. sclerotiorum 

u in vitro uvjetima. Većina je ispitivanih derivata pokazala umjerenu aktivnost protiv S. 

sclerotiorum, dok se 3-klor-4-fluorfenilni derivat nikotinamida izdvojio visokim 

antifungalnim djelovanjem s IC50 vrijednostima, usporedivim s komercijalnim fungicidima 

boskalidom i karbendazimom. 

S druge strane, naše prethodno istraživanje pokazalo je da je deset nikotinamidnih spojeva 

s različitim elektrofilima imalo jednako antifungalno djelovanju na patogen S. sclerotiorum 

kao i komercijalni fungicid, neovisno o koncentraciji (10 µg/mL i 100 µg/mL) (Siber i sur., 

2019.). 

Istraživanje koje su proveli Yan i sur. (2024.) dodatno potvrđuje značajno antifungalno 

djelovanje nikotinamidnih derivata. Ispitivanjem dvadeset i četiriju nikotinamidna derivata, 

otkriveno je njihovo snažno djelovanje u suzbijanju porasta micelija patogena R. solani i S. 

sclerotiorum. Osobito se istaknuo spoj 2-klor-N-(2-(2,4-diklorfenoksi)fenil)nikotinamid 

koji je pokazao visoku antifungalnu aktivnost uz nisku citotoksičnost. Navedeni spoj 2-klor-

N-(2-(2,4-diklorfenoksi)fenil)nikotinamid istaknuo se visokim antifungalnim djelovanjem i 

niskom citotoksičnošću, što ukazuje na njegov potencijal kao ekološki prihvatljiv fungicid 

s djelovanjem sličnim komercijalnom fungicidu boskalidu. Istraživanjima u okviru ovog 

doktorskog rada nije utvrđen značajan utjecaj vremena inkubacije na antifungalno 

djelovanje nikotinamidnih piridinijevih spojeva pri objema primijenjenim koncentracijama 

(tablice 5. i 6.). Većina istraživanja drugih autora temelji se na rezultatima dobivenim nakon 
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jednog ili dvaju mjerenja (najčešće nakon prvih 24 ili 48 sati, 5 ili 7 dana inkubacije) (Singh 

i sur., 2011., Luo i sur., 2018., Yan i sur., 2022.). Stoga istraživanje u okviru ovog 

doktorskog rada, s kontinuiranim mjerenjima porasta micelija od 48 do 144 sata inkubacije, 

svaka 24 sata, omogućuje detaljnije praćenje promjena u djelovanju ispitivanih spojeva. 

Slično rezultatima ovog doktorskog rada, istraživanje Cheng i sur. (2021.) pokazalo je da 

vrijeme inkubacije do 48 h nije značajno utjecalo na inhibiciju porasta micelija S. 

sclerotiorum. Inhibicija porasta micelija iznosila je 95,23 % nakon 24 sata i 93,78 % nakon 

48 sati inkubacije. 

Wei i sur. (2022.) ističu da su prirodni produkti (poput biljnih alkaloida, flavonoida i 

terpena) najbolji izvori za otkrivanje novih sredstava za zaštitu bilja. Iz nikotinamida, 

izoliranog iz prirodnog izvora, sintetizirali su nove derivate nikotinamida. Utvrdili su 

antifungalno djelovanje spojeva (S)-2-(2-kloronikotinamido)propil-benzoata u koncentraciji 

od 50 μg/mL na porast micelija deset patogenih gljiva, uključujući S. sclerotiorum. Slično 

rezultatima dobivenim ovim istraživanjem, većina ispitanih spojeva pokazala je dobro 

antifungalno djelovanje protiv S. sclerotiorum. Snažno inhibitorno djelovanje protiv S. 

sclerotiorum pokazala su dva spoja: (S)-2-(2-klornikotinamido)propil-4-klor-benzoat i (S)-

2-(2-klornikotinamido)propil-2,3-diklor-benzoat, s inhibicijom većom od 80 %. Ostali 

ispitani spojevi imali su umjereno djelovanje, manje od 50 %. Također, istaknuli su da spoj 

(S)-2-(2-klornikotinamido)propil-2-metil-benzoat pokazuje snažno antifungalno djelovanje, 

nefitotoksičanost i može se koristiti kao fungicid na usjevima. Osim antifungalnog 

djelovanja, navedeni spojevi pokazuju dobro herbicidno djelovanje i nisku fitotoksičnost na 

jednosupnice i dvosupnice. 

Usporedba istraživanja Wang i sur. (2022.) i istraživanja ovog doktorskog rada upućuje na 

različite pristupe u razvoju nikotinamidnih spojeva s antifungalnim svojstvima, ali s visokim 

antifungalnim djelovanjem protiv patogena S. sclerotiorum. Wang i sur. (2022.) ispitali su 

antifungalno djelovanje 20 spojeva N-(1H-pirazol-5-il)nikotinamida na pet fitopatogenih 

gljiva (Physalospora piricola, Valsa mali, Gaeumannomyces graminis, B. cinerea i S. 

sclerotiorum) u in vitro i u in vivo uvjetima. Njihovi rezultati upućuju na vrlo jako 

antifungalno djelovanje protiv S. sclerotiorum pri čemu je inhibicija porasta bila 84 %. 

Također, utvrdili su da spojevi s klorom kao supstituentskom skupinom na piridinskom 

prstenu pokazuju pojačanu antifungalnu aktivnost. U ovom istraživanju ispitivani derivati 

izonikotinamida, u koncentracijama od 10 µg/mL i 100 µg/mL, pokazali su značajno bolje 
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antifungalno djelovanje na porast micelija patogena S. sclerotiorum u usporedbi s kontrolom 

(čisti KDA). Vrijeme inkubacije nije negativno utjecalo na njihovu učinkovitost (tablica 7. 

i 8.). Slične rezultate dobili su Bušić i sur. (2019.), koji su u in vitro uvjetima ispitivali 

antifungalno djelovanje deset novih derivata izonikotinamida, sintetiziranih 

kvaternizacijom izonikotinamida metil-jodidom i devet različito supstituiranih 2-

bromacetofenona uz pomoć mikrovalnog zračenja. Svi spojevi pokazali su učinkovito 

antifungalno djelovanje protiv S. sclerotiorum u odnosu na čistu kontrolu (KDA). Najbolju 

inhibiciju porasta micelija protiv S. sclerotiorum, 48 sati nakon inkubacije, pokazao je spoj 

4-karbamoil-1-(2-(4-klorfenil)-2-oksoetil)piridin-1-ijev bromid s najvećom inhibicijom, 

93,2 % inhibicije pri koncentraciji od 100 µg/mL, što je bilo jednako inhibiciji postignutoj 

komercijalnim fungicidom. Navedena istraživanja upućuju na to da modifikacije 

izonikotinamida, bilo kroz piridinske prstene (Wang i sur., 2022.) ili kvaternizaciju (Bušić i 

sur., 2019.), pojačavaju antifungalno djelovanje.  

Uspoređujući inhibicijsko djelovanje spojeva i komercijalnog fungicida, Bušić i sur. (2019.) 

navode da većina primijenjenih izonikotinamidnih spojeva 48 sati nakon inokulacije ima 

podjednako djelovanje na patogen S. sclerotiorum kao i komercijalni fungicid.  

Nasuprot tomu, u ovom istraživanju većina spojeva pri objema koncentracijama imala je 

statistički značajno slabije antifungalno djelovanje u usporedbi s komercijalnim fungicidom. 

Samo je spoj (12) pri objema koncentracijama pokazao podjednako djelovanje kao i 

komercijalni fungicid tijekom svih pet mjerenja. Srednja vrijednost porasta micelija za spoj 

(12) kretala se od 4,75 do 9,0 mm pri koncentraciji od 100 µg/mL, dok se promjer micelija 

pri primjeni fungicida kretao od 4,00 do 8,25 mm tijekom cijelog vremena inkubacije 

(tablica 8.). S druge strane, ako se uzme u obzir djelovanje spojeva na porast micelija nakon 

48 h, kako je u većini istraživanja prikazano (Singh i sur., 2011., Luo i sur., 2018., Wang i 

sur. 2018., Yan i sur., 2022.), može se utvrditi da kvaterni piridinijevi spojevi primijenjeni 

u ovom istraživanju imaju vrlo dobro djelovanje u inhibiciji porasta micelija S. sclerotiorum. 

Porast micelija S. sclerotiorum prvih 48 sati inkubacije, ovisno o spoju, kretao se od 6,00 do 

12,60 mm za koncentraciju 10 µg/mL, odnosno 4,75 do 15,85 mm za koncentraciju 100 

µg/mL. Usporedbom rezultata porasta micelija primjenom kvaternih piridinijevih spojeva s 

kontrolama, gdje je na čistoj kontroli (KDA) iznosio 59,33 mm, a na pozitivnoj kontroli 

(komercijalni fungicid) 4,00 mm u prvih 48 sati, može se zaključiti da testirani spojevi imaju 

vrlo dobru učinkovitost. 
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Općenito, kada se usporedi antifungalno djelovanje nikotinamidnih i izonikotinamidnih 

derivata na porast micelija patogena S. sclerotiorum, primjećuje se da su srednje vrijednosti 

porasta micelija pri primjeni spojeva u objema koncentracijama vrlo slične.  

Primjena nikotinamidnih i izonikotinamidnih derivata značajno je smanjila porast micelija 

patogena S. sclerotiorum u usporedbi s kontrolom (čisti KDA). Većina spojeva pokazala je 

slabije antifungalno djelovanje u odnosu na komercijalni fungicid. Ipak, ističu se spojevi 

(12) i (10), primijenjeni u koncentraciji od 100 µg/mL, koji se nisu statistički značajno 

razlikovali u antifungalnom djelovanju od komercijalnog fungicida tijekom većine 

promatranog razdoblja inkubacije. 

Ti rezultati upućuju na potencijal tih spojeva u suzbijanju S. sclerotiorum, no i potrebu za 

daljnjim istraživanjima. Važno je napomenuti da jača ili slabija učinkovitost spojeva nije 

nužno povezana s primijenjenim koncentracijama.  

Antifungalno djelovanje derivata  nikotinamida i izonikotinamida na porast micelija F. 

oxysporum i F. culmorum 

Ispitivanjem antifungalnog djelovanja derivata nikotinamida i izonikotinamida na 

fitopatogene gljive roda Fusarium (F. oxysporum i F. culmorum) dobiveno je nekoliko 

ključnih rezultata. Ni jedan ispitivan spoj nije potpuno suzbio rast patogena, bez obzira na 

koncentraciju ili vrijeme inkubacije. Međutim, pri koncentraciji od 10 µg/mL svi 

nikotinamidni derivati pokazali su bolje antifungalno djelovanje na porast micelija F. 

oxysporum u usporedbi s kontrolom (čisti KDA) pri čemu se spoj (4) istaknuo kao 

najučinkovitiji (tablica 9.). 

Većina spojeva pokazala je slično djelovanje na patogen F. oxysporum tijekom cijelog 

razdoblja inkubacije iako su kod nekih spojeva primijećene razlike u antifungalnom 

djelovanju s vremenom inkubacije. Na primjer, bolje antifungalno djelovanje spoja (12) 

postignuto je s pomoću duljeg vremena inkubacije.  

Za razliku od F. oxysporum, većina nikotinamidnih derivata pokazala je slabije ili jednako 

djelovanje na porast micelija F. culmorum pri koncentraciji od 10 µg/mL u usporedbi s 

kontrolom (čisti KDA) (tablica 13.).  

Primjenom koncentracije od 100 µg/mL, derivati nikotinamida pokazali su bolje djelovanje 

protiv obaju patogena (tablica 10. i 14.). U ovom istraživanju najbolje antifungalno 
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djelovanje protiv F. oxysporum pri većoj koncentraciji pokazali su spojevi (3), (5) i (6) 

nakon 48 sati inkubacije (tablica 10.). Za patogen F. culmorum, statistički značajno bolje 

antifungalno djelovanje pokazali su spojevi (8), (10), (11) i (12) pri koncentraciji od 100 

µg/mL tek 96 sati nakon inkubacije. Slični rezultati dobiveni su u istraživanju Bušića i sur. 

(2022.b) gdje su svi primijenjeni nikotinamidni derivati imali slabije antifungalno 

djelovanje na porast micelija F. culmorum pri nižoj koncentraciji od 10 µg/mL, s 

inhibicijskim djelovanjem od 19,57 % do 44,48 %.  

Međutim, primjenom koncentracije od 100 µg/mL utvrđeno je bolje inhibicijsko djelovanje 

koje je iznosilo do 48,93 %. Utvrđeno je da je pri koncentraciji od 100 µg/mL učinkovitost 

spojeva u inhibiciji porasta micelija povezana s vremenom inkubacije. Osim toga, svi 

spojevi imali su značajno lošije antifungalno djelovanje od pozitivne kontrole, bez obzira 

na vrijeme inkubacije. Naposljetku, usporedbom spojeva primijenjenih u dvjema 

koncentracijama, oni primijenjeni u većoj koncentraciji (100 µg/mL) u pravilu su bili 

učinkovitiji od onih primijenjenih u manjoj koncentraciji (10 µg/mL). 

Iz rezultata ovog istraživanja može se zaključiti da nikotinamidni derivati spojevi pokazuju 

bolje antifungalno djelovanje na porast micelija patogena F. oxysporum nego na porast 

micelija F. culmorum. Ti su nalazi u skladu s našim prethodnim istraživanjem (Siber i sur., 

2019.) što dodatno potvrđuje učinkovitost nikotinamidnih derivata. Također, razlike u 

djelovanju na različite vrste patogena upućuju na specifičnost mehanizma djelovanja tih 

spojeva. 

Prema rezultatima istraživanja Peng i sur. (2022.) 15 derivata tetrahidrogeranil kvaternih 

amonijevih soli imalo je bolje antifungalno djelovanje u usporedbi s pozitivnom kontrolom 

(fungicidima), s inhibicijom porasta micelija F. oxysporuma od 100 % te inhibicijom porasta 

micelija F. veticillioides od 93,28 %. No u istraživanju ovog doktorskog rada antifungalno 

djelovanje svih nikotinamidnih derivata, primijenjenih u koncentraciji 10 i 100 µg/mL, 

imalo je statistički značajno slabije antifungalno djelovanje na oba patogena u odnosu na 

komercijalni fungicid. Navedeni autori u svojem istraživanju naglašavaju utjecaj strukture 

spojeva na antifungalno djelovanje pri čemu su kvaterne amonijeve soli s dugim alkilnim 

lancima pokazale veće antifungalno djelovanje što je alkilni lanac bio dulji. Također, 

uvođenje jodidnog aniona u strukturu spoja pozitivno je utjecalo na antifungalno djelovanje 

svih spojeva.  
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S druge strane, Wu i sur. (2013.) ispitivali su antifungalno djelovanje 11 novih derivata 

nikotinamida koji sadrže 1,3,4-oksadiazolni prsten na porast micelija patogenih gljiva F. 

graminearum, C. mandshurica i F. oxysporum. Novi derivati primijenjeni su u samo jednoj 

koncentraciji od 50 µg/mL, a rezultati upućuju na to da većina sintetiziranih nikotinamidnih 

derivata ima slabo do umjereno antifungalno djelovanje protiv F. graminearum, F. 

oxysporum i C. mandshurica. Inhibitorno djelovanje protiv F. oxysporum kretalo se od 10,3 

% do 63,2 %. Četiri spoja pokazala su podjednako ili veće antifungalno djelovanje u odnosu 

na pozitivnu kontrolu, himeksazol, što ističe njihove značajne izglede za daljnju 

optimizaciju. Međutim, treba naglasiti da je inhibicijsko djelovanje fungicida himeksazola 

iznosilo 56,12 %. Autori ističu da bi uvođenje skupine poput 4-klor-6-metilne skupine na 

benzenskom prstenu te acetiliranje aminoskupine moglo pojačati antifungalno djelovanje. 

Ispitivanje antifungalnog djelovanja na rast micelija patogena F. oxysporum pokazalo je da 

su svi ispitani izonikotinamidni derivati imali značajno bolje antifungalno djelovanje u 

usporedbi s kontrolom (čisti KDA) pri objema ispitanim koncentracijama. Za patogen F. 

culmorum, bolje antifungalno djelovanje istih spojeva postignuto je povećanjem njihove 

koncentracije (tablica 16.). Pri nižoj koncentraciji antifungalno djelovanje na porast micelija 

F. culmorum bilo je slično kao na kontroli (čisti KDA) (tablica 15.). Ti su rezultati u skladu 

s našim prethodnim istraživanjem (Bušić i sur. 2019.) gdje je utvrđeno umjereno do slabo 

antifungalno djelovanje većine spojeva na patogen F. culmorum, posebice pri nižoj 

koncentraciji od 10 µg/mL. Ipak, svi su spojevi pokazali statistički značajno bolje djelovanje 

u odnosu na kontrolu (KDA) pri objema ispitanim koncentracijama protiv patogena F. 

oxysporum. Također, naglašava se važnost antifungalnog djelovanja piridinkarboksamidne 

skupine na pojedine patogene.  

Nikotinamidni spojevi, među ostalim, djeluju i kao aktivatori obrambenog sustava biljke 

(Sidiq i sur., 2021.). U istraživanju koje su proveli Sidiq i sur. (2021.) potvrđeno je da 

nikotinamid mononukleotid (NMN) pojačava otpornost ječma na napad F. graminearum. 

Osim toga, predtretman nikotinamidom suzbija razvoj F. graminearum na pšenici te 

značajno smanjuje akumulaciju mikotoksina deoksinivalenola (DON) i ergosterol peroksida 

u pšenici. 

U istraživanju ovog doktorskog rada antifungalnog djelovanja izonikotinamidnih derivata 

na porast micelija patogena F. oxysporum, spojevi (12) i (4) pokazali su najbolju 

učinkovitost pri koncentraciji od 10 µg/mL (tablica 11). Većina spojeva pokazala je bolje 
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antifungalno djelovanje s pomoću duljeg vremena inkubacije. Pri koncentraciji od 100 

µg/mL, spoj (12) INa-DBP pokazao je najbolje djelovanje nakon 72 i 144 sata (tablica 12.). 

Svi ispitani izonikotinamidni piridinijevi spojevi imali su značajno manje antifungalno 

djelovanje na porast micelija obaju patogena u usporedbi s komercijalnim fungicidom pri 

koncentracijama od 10 i 100 µg/mL. 

Istraživanje ovog doktorskog rada potvrdilo je da većina primijenjenih nikotinamidnih i 

izonikotinamidnih derivata pokazuje značajno antifungalno djelovanje na porast micelija 

patogena F. oxysporum. Unatoč tomu, njihovo je djelovanje na patogen F. culmorum 

ograničeno, posebice pri nižim koncentracijama. Prema dobivenim rezultatima, usporedbom 

dviju skupina spojeva, nikotinamidni i izonikotinamidni derivati imaju podjednako 

antifungalno djelovanje na patogen F. oxysporum, a nikotinamidni derivati pokazuju bolje 

djelovanje protiv patogena F. culmorum u odnosu na izonikotinamidne derivate.  

Također, može se zaključiti da antifungalno djelovanje svih spojeva ovisi o vrsti patogena.  

U istraživanju Bušić i sur. (2022.b.) potvrđene su značajne razlike u antifungalnom 

djelovanju istih spojeva na različite patogene. Prema navedenom istraživanju, spoj N-(3-

brom)propil-4-hidroksiiminometilpiridinijev bromid pokazao je vrlo dobro inhibicijsko 

djelovanje protiv patogena S. sclerotiorum pri objema primijenjenim koncentracijama, dok 

je na patogene F. culmorum i M. phaseolina isti spoj imao gotovo stimulacijski učinak. Yan 

i sur. (2022.) također potvrđuju različito antifungalno djelovanje 15 sintetiziranih piridin-

karboksamida na osam različitih biljnih patogena. 

Ti rezultati pokazuju da su, iako spojevi pokazuju određenu razinu antifungalne aktivnosti, 

potrebna daljnja istraživanja kako bi se optimizirale strukture spojeva za bolje antifungalno 

djelovanje na različite vrste patogena, na razini usporedivoj s komercijalnim fungicidima.  
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Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida i izonikotinamida na porast micelija B. 

cinerea 

Ispitivanjem antifungalnog djelovanja derivata nikotinamida i izonikotinamida na gljivi B. 

cinerea nije utvrđeno potpuno (100 %-tno) antifungalno djelovanje ni za jedan spoj. Ipak, 

pri objema primijenjenim koncentracijama (10 µg/mL i 100 µg/mL), nikotinamidni i 

izonikotinamidni derivati pokazali su statistički značajno bolje antifungalno djelovanje u 

usporedbi s kontrolom (čisti KDA). Spoj (11), primijenjen u koncentraciji od 10 µg/mL, 

pokazao je najslabije antifungalno djelovanje 144 sata nakon inokulacije pri čemu se 

učinkovitost smanjivala s produljenjem vremena inkubacije. 

Slično istraživanje proveli su Wang i sur. (2018.) koji su ispitivali antifungalno djelovanje 

sedam nikotinamidnih derivata u dozi od 50 µg/mL na fitopatogene gljive, uključujući F. 

oxysporum, Pyricularia oryzae, R. solani, A. solani i B. cinerea. Njihovi rezultati također 

potvrđuju antifungalno djelovanje nikotinamidnih derivata na porast micelija B. cinerea. 

Izdvojili su dva nikotinamidna spoja koja su ostvarila inhibiciju porasta micelija veću od 90 

% s vrijednostima EC50 od 13,99 µg/mL što je usporedivo s komercijalnim fungicidom 

boskalidom čija je vrijednost iznosila 7,36 µg/mL. U ovom istraživanju spoj (4) pokazao je 

najbolje antifungalno djelovanje protiv B. cinerea u svih pet mjerenja, primijenjen u 

koncentraciji od 10 µg/mL (tablica 17.). Slično rezultatima Wang i sur. (2018.), nije 

zabilježena 100 %-tna inhibicija rasta micelija B. cinerea ni za jedan ispitivani spoj. 

Antifungalno djelovanje N-(1H-pirazol-5-il)nikotinamida na porast micelija patogena B. 

cinerea ispitivali su Wang i sur. (2022.). Istraživanje je provedeno u in vitro i in vivo 

uvjetima primjenom koncetracije 50 mg/L. Dobiveni rezultati pokazali su da je inhibicija 

porasta micelija B. cinerea za sve spojeve bila niža u usporedbi s inhibicijom ostalih 

ispitivanih patogena, s postotkom inhibicije koji je iznosio manje od 10 % i najviše 66,7 %. 

Uspoređujući inhibicijsko djelovanje spojeva s primijenjenim boskalidom, svi spojevi imali 

su značajno slabije inhibitorno djelovanje na B. cinerea. U ovom istraživanju, spojevi (8) i 

(9) postigli su slične rezultate u usporedbi s pozitivnom kontrolom kada su primijenjeni u 

koncentraciji od 100 µg/mL, 48 sati nakon inokulacije (tablica 18.), što upućuje na potencijal 

njihova daljnjeg istraživanja. 

Slični rezultati prikazani su i u istraživanju Yan i sur. (2022.) koji su ispitivali antifungalno 

djelovanje 15 piridin-karboksamida kao potencijalnih inhibitora sukcinat-dehidrogenaze. 

Njihovo istraživanje obuhvatilo je patogene F. solani, S. sclerotiorum, Phytophythora 



Rasprava 

121 

capsica, F. oxysporum, Cytospora ambiens, F. graminearum, Alternaria alternata i B. 

cinerea. Većina ispitanih spojeva pokazala je slabo do umjereno antifungalno djelovanje na 

sve vrste patogena, dok su se pojedini spojevi istaknuli boljom inhibicijom, poput spoja 6 – 

klor-N-(2-(fenilamino)fenil)nikotinamida, koji je postigao 76,9 % inhibicije porasta micelija 

B. cinerea. Također, kao i u ovom istraživanju, ni jedan ispitivani spoj nije postigao 100 %-

tnu inhibiciju porasta micelija patogena B. cinerea.  

U istraživanju ovog doktorskog rada povećanje koncentracije primijenjenih spojeva dovelo 

je do povećanja antifungalnog djelovanja pri čemu su svi spojevi pokazali statistički 

značajno bolje djelovanje u odnosu na kontrolu (čisti KDA). Slične rezultate zabilježili su 

Bušić i sur. (2020.) koji su ispitivali antifungalno djelovanje kvaternarnih soli nikotinamida 

na četirima patogenima, uključujući B. cinerea. Pri koncentraciji od 10 μg/mL ispitivani su 

spojevi pokazali slabu inhibiciju porasta micelija, dok je veća koncentracija od 100 μg/mL 

značajno poboljšala inhibiciju svih patogena. Među ispitivanim fitopatogenim gljivama, B. 

cinerea pokazala je najveću osjetljivost na djelovanje nikotinamidnih spojeva pri 

koncentraciji od 100 μg/mL, s inhibicijom u rasponu od 41,0 do 57,1 %. Značajnost njihova 

istraživanja očituje se u ekološki prihvatljivoj metodi za kvaternizaciju nikotinamida i 

supstituiranih 2-bromacetofenona korištenjem dubokih eutektičkih otapala (DES). DES 

predstavljaju okolišno prihvatljiva otapala, usklađena s načelima zelene kemije, te se zbog 

niske toksičnosti, biorazgradivosti i jednostavne pripreme pokazuju kao potencijalno 

rješenje za sintezu bioaktivnih spojeva. 

Rezultati ovog istraživanja pokazuju da je antifungalno djelovanje izonikotinamidnih 

derivata slično rezultatima nikotinamidnih derivata u pogledu inhibicije porasta micelija B. 

cinerea. Svi spojevi primijenjeni u objema koncentracijama (10 i 100 μg/mL) pokazali su 

značajno bolje antifungalno djelovanje na porast micelija u odnosu na kontrolu (čisti KDA). 

S druge strane, u usporedbi s komercijalnim fungicidom, svi spojevi pokazali su znatno 

slabije antifungalno djelovanje (tablica 19. i 20.). Također je utvrđeno da povećanje 

koncentracije izonikotinamidnih piridinijevih spojeva pozitivno utječe na njihovo 

djelovanje protiv B. cinerea. 

Dudová i sur. (2002.) ispitivali su antifungalna svojstva novih bakrovih(II) kompleksa 2-

metiltionikotinata na različitim sojevima filamentoznih gljiva korištenjem makrodilucijske 

metode. Najosjetljiviji sojevi na bakrove(II) adukte s bioaktivnim ligandima bili su Rhizopus 

oryzae i Microsporum gypseum (IC50 1,5-2,3 mmol/L). Najveću otpornost pokazale su gljive 

B. cinerea i Fusarium moniliforme (prosječne IC50 vrijednosti 4,25, odnosno 3,13 mmol/L). 
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Svi bioaktivni ligandi u bakrovim(II) kompleksima doprinijeli su povećanju inhibicijskog 

učinka na testirane gljive, osim značajne inhibicije etil-nikotinatom na R. oryzae. Njihovi 

rezultati pokazuju varijabilan učinak tih spojeva na različite patogene. Ti su rezultati u skladu 

s nalazima ovog istraživanja koji također pokazuju različito antifungalno djelovanje spojeva 

ovisno o vrsti patogena. Njihovi rezultati također upućuju na pozitivan utjecaj uključivanja 

nikotinamidnih i izonikotinamidnih kompleksa i njihovo antifungalno djelovanje. Naime, 

kompleks bakra (II) s 2-metiltionikotinatom inhibirao je sporulaciju A. alternata za više od 

90 %. Ipak, najslabije antifungalno djelovanje zabilježeno je protiv patogena B. cinerea i F. 

moniliforme. Ti su rezultati u skladu s našim nalazima koji također pokazuju da ni jedan 

ispitivani spoj nije postigao 100 %-tnu inhibiciju porasta micelija B. cinerea. 

Prema dobivenim rezultatima ovog istraživanja većina nikotinamidnih i izonikotinamidnih 

derivata pokazala je značajno antifungalno djelovanje na B. cinerea, posebice pri višim 

koncentracijama. Uspoređujući njihovo djelovanje tijekom cijelog vremena inkubacije, 

primijećeno je da su nikotinamidni spojevi imali nešto bolju učinkovitost na B. cinerea, 

posebice pri višim koncentracijama. Međutim, ni jedan spoj nije u potpunosti suzbio porast 

micelija patogena B. cinerea što upućuje na potrebu za daljnjom optimizacijom formulacija 

i koncentracija kako bi se poboljšala učinkovitost. Utvrđeno je i da su nikotinamidni spojevi 

nešto učinkovitiji od izonikotinamidnih što znači da i male strukturne razlike mogu imati 

važnu ulogu u antifungalnoj aktivnosti.  

Rezultati ovog istraživanja upućuju na ovisnost antifungalnog djelovanja pojedinih 

nikotinamindih i izonikotinamidnih derivata o vrsti patogena i primijenjenoj koncentraciji. 

Dobivene rezultate potvrđuju i  istraživanja drugih autora (Dudová i sur., 2002.,Wang i sur., 

2018., Bušić i sur., 2020., Yan i sur., 2022.).  

Tot i sur. (2022.) istraživali su antifungalno djelovanje devet nikotinamid-bromida s 

različitim dužinama alkilnih bočnih lanaca. Njihovi rezultati pokazuju da lipofilna svojstva 

utječu na antifungalno djelovanje pri čemu produženje alkilnog lanca poboljšava inhibiciju 

rasta patogena. Također su utvrdili da su sintetizirani spojevi najslabije djelovali na F. 

graminearum, dok su najjače djelovali na S. sclerotiorum. Ta istraživanja naglašavaju ne 

samo važnost koncentracije već i strukturne varijacije poput dužine bočnih lanaca čime se 

utječe na antifungalna svojstva protiv različitih vrsta patogena. 

Luo i sur. (2018.) također naglašavaju važnost strukturnih prilagodbi u antifungalnom 

djelovanju, ali s naglaskom na heterociklične derivate poput benzoksazola i benztiazola. 



Rasprava 

123 

Prema njihovim rezultatima, derivati benzoksazola često pokazuju bolju antifungalnu 

aktivnost u usporedbi s derivatima benzotiazola. Tako je spoj 2-

(fenoksimetil)benzo[d]oksazol, koji je nesupstituirani derivat benzoksazola, bio tri puta 

aktivniji u inhibiranju porasta micelija B. cinerea od odgovarajućeg spoja 2-

(fenoksimetil)benzo[d]tiazol koji je derivat benztiazola. Njihovo istraživanje ističe da 

promjene u osnovnoj strukturi molekule, ne samo u bočnim lancima, mogu značajno utjecati 

na antifungalnu aktivnost. 

Izonikotinamidni derivati i njihovi derivati važni su biološki spojevi koji se često proučavaju 

ne samo zbog njihova antibakterijskog i antifungalnog djelovanja na biljne patogene već i 

zbog antimikobakterijskih svojstava prema humanim patogenima te se koriste u 

istraživanjima i razvoju antitumorskih lijekova (de Souza i sur., 2010.). 

Patel i sur. (2017.) sintetizirali su šest derivata imidazolidina izonikotinamida i ispitivali 

njihovu antimikrobnu aktivnost na humane bakterije. Njihovo istraživanje bilo je usmjereno 

na procjenu djelovanja tih spojeva protiv gram-pozitivne bakterije Staphylococcus aureus, 

gram-negativne bakterije Escherichia coli i gljivice Candida albicans. Rezultati pokazuju 

da su sintetizirani spojevi pokazali dobro do umjereno antibakterijsko, antifungalno i 

antituberkulozno djelovanje u usporedbi s pozitivnom kontrolom, odnosno antibakterijskim 

ofloksacinom, antifungalnim ketoconazolom i antituberkuloznim izoniazidom. Najbolje 

antibakterijsko, antifungalno i antituberkulotično djelovanje protiv svih testiranih sojeva 

pokazao je spoj N-(2-metil-5-okso-imidazolidin-1-il)izonikotinamid. Također, autori ističu 

da je prisutnost izonikotinamidne jedinice ključna za pozitivno antimikrobno djelovanje 

spojeva, a dodatak imidazolidinske jedinice dodatno pojačava taj učinak. Slično tomu, 

Alghamdi i sur. (2022.) istraživali su antimikobakterijsko djelovanje nekoliko novih derivata 

tiazolidinona N-(5-metil-4-okso-2-ariltiazolidin-3-il)izonikotinamida koji također uključuju 

izonikotinamidnu jedinicu. Antimikobakterijsko djelovanje ispitano je protiv 

Mycobacterium tuberculosis. Najveću djelotvornost pokazao je spoj N-(5-metil-4-okso-2-

(4-metoksifenil)tiazolidin-3-il)izonikotinamid, ali svi testirani spojevi pokazali su znatno 

slabije djelovanje u usporedbi s pozitivnom kontrolom (streptomicinom i izonijazidom).  
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Antifungalno djelovanje derivata nikotinamida i izonikotinamida na klijavost konidija i 

dužinu kličnih cijevi patogena B. cinerea 

Prema dobivenim rezultatima o broju isklijalih konidija te izračunanoj inhibiciji klijavosti 

konidija, većina nikotinamidnih i izonikotinamidnih derivata ima inhibitorno djelovanje na 

klijavost konidija patogena B. cinerea (tablica 29. i 30.).  

Osam spojeva pri koncentraciji 10 µg/mL pokazalo je inhibiciju klijavosti konidija 

usporedivu s komercijalnim fungicidom (71 %), dok je spoj (8) pokazao i veće inhibitorno 

djelovanje (74 %). Međutim, povećanje koncentracije tog spoja rezultiralo je smanjenjem 

inhibitornog djelovanja na 43 %. Rezultat dobiven tim pokusom naglašava da je pri 

proučavanju djelotvornosti različitih spojeva važno ispitati veći broj koncentracija kako bi 

se utvrdila optimalna koncentracija za maksimalno djelovanje. Slično djelovanje zabilježeno 

je i kod drugih spojeva, (3), (4), (5), (6), (8), (9), (10) i (12), gdje je pri većim 

koncentracijama (100 µg/mL) zabilježena slabija inhibicija klijavosti. Pri koncentraciji od 

100 µg/mL, spojevi (11), (7) i (1) pokazali su najveću inhibiciju klijavosti konidija B. cinerea 

(tablica 29.).  

Važnost optimizacije koncentracije spojeva potvrđena je i istraživanjem Wang i sur. (2016.) 

koji su ispitivali različite koncentracije spojeva novih sintetiziranih benzimidazolnih 

derivata kako bi se procijenilo njihovo inhibicijsko djelovanje na klijanje konidija M. oryzae. 

Spoj (E)-2-((2-(2,4-difluorfenil)hidrazonometil)-1H-benzo[d]imidazol istaknuo se po 

svojem umjerenom antifungalnom djelovanju protiv M. oryzae za koji je EC50 iznosio 1,85 

μg/mL te 100 %-tnoj inhibiciji klijanja konidija već pri koncentraciji 10 μg/mL.  

Rezultati istraživanja u ovom doktorskom radu također su pokazali da većina nikotinamidnih 

derivata primijenjenih u koncentraciji 10 µg/mL nema statistički značajne razlike u 

inhibicijskom djelovanju na dužinu klične cijevi kod B. cinerea, u usporedbi s komercijalnim 

fungicidom. Spoj (12) pri koncentraciji 10 µg/mL pokazao je inhibicijsko djelovanje 

podjednako onomu  postignutom primjenom fungicida, dok je spoj (1) pri 100 µg/mL imao 

čak i bolje inhibitorno djelovanje od fungicida (tablica 31.).  Takvi su rezultati u skladu s 

istraživanjima Xu i sur. (2023.) koji su ispitivali inhibicijsko djelovanje kinazolin-6-il-

karboksilata na klijanje konidija i izduživanje kličnih cijevi kod B. cinerea i Exserohilum 

rostratum. Kombinirali su različite supstituirajuće skupine (R) s osnovnom jedinicom N-(3-

klor-4-fluorfenil)kinazolin-4-amina kako bi istražili njihovo antifungalno djelovanje. 

Njihovi spojevi pokazali su značajno inhibicijsko djelovanje na klijanje konidija i dužinu 
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klične cijevi kod B. cinerea pri čemu je spoj 4-((3-klor-4-fluorfenil)amino)-7-

metoksikinazolin-6-il-2-(piridin-3-il)acetat pri koncentraciji od 50 μg/mL inhibirao 

izduživanje kličnih cijevi za 70,5 %. 

U ovom istraživanju iznimke su bili spoj (2), primijenjen u objema koncentracijama (10 i 

100 μg/mL), i spoj (11) primijenjen u koncentraciji 10 μg/mL, koji su pokazali stimulacijski 

učinak na dužinu klične cijevi B. cinerea. Stimulacijski učinak određenih nikotinamidnih i 

izonikotinamidnih spojeva potvrđuju rezultati istraživanja Dudová i sur. (2002.) koji su 

zabilježili da primjena spojeva u koncentraciji od 5 mmol/L kod B. cinerea rezultira 

intenzivnim grananjem hifa. Te sličnosti u rezultatima našeg istraživanja dodatno 

naglašavaju varijabilnost učinaka različitih spojeva na razvoj patogena. 

Spojevi (3), (4), (5) i (6) u koncentraciji 100 µg/mL pokazali su statistički značajno slabiju 

inhibiciju klične cijevi u usporedbi s kontrolom (destilirana voda). Usporedba različitih 

koncentracija pokazala je da je spoj (1) bio učinkovitiji pri 100 µg/mL, dok su ostali spojevi 

postigli bolju učinkovitost pri 10 µg/mL (tablica 31.). 

U usporedbi s nikotinamidnim derivatima, izonikotinamidni derivati nisu pokazali značajno 

različitu inhibiciju od kontrole ili fungicida u koncentracijama od 10 µg/mL i 100 µg/mL. 

Spojevi (5), (6), (9) i (12) pokazali su različitu inhibiciju ovisno o koncentraciji pri čemu je 

spoj (12) bio učinkovitiji pri 10 µg/mL, dok su ostali spojevi bili učinkovitiji pri 100 µg/mL 

(tablica 32.). 

Može se zaključiti da nikotinamidni derivati imaju veću varijabilnost u učinkovitosti 

inhibicije klične cijevi ovisno o koncentraciji, s tim da većina spojeva pri 10 µg/mL djeluje 

podjednako učinkovito kao fungicid. S druge strane, izonikotinamidni derivati općenito nisu 

pokazali značajne razlike u usporedbi s kontrolom (destilirana voda) ili fungicidom, osim 

nekoliko spojeva čija je učinkovitost varirala ovisno o koncentraciji. 
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In vivo testovi na prirodnim supstratima 

Rezultati in vivo istraživanja na mrkvi pokazali su da su derivati nikotinamida, primijenjeni 

u koncentraciji 10 µg/mL, pokazali statistički značajno bolju učinkovitost 144 i 168 sati 

nakon inokulacije u usporedbi s kontrolom (čisti KDA). Iako većina tih spojeva pokazuje 

slabije djelovanje u suzbijanju porasta micelija patogena S. sclerotiorum u usporedbi s 

komercijalnim fungicidom, spoj (7) izdvojio se po svojoj učinkovitosti pri čemu se nije 

statistički značajno razlikovao od komercijalnog fungicida, odnosno imao je jednako 

antifungalno djelovanje kao i pozitivna kontrola (tablica 33.). Osim što je spoj (7) pokazao 

potpunu antifungalnu učinkovitost u usporedbi s kontrolom (destilirana voda), drugi 

nikotinamidni derivati, kao što su (4), (5), (6) i (12), također su pokazali značajnu 

antifungalnu aktivnost 144 i 168 sati nakon inokulacije. Spojevi (4), (5), (6), (7) i (12) imali 

su najbolje antifungalno djelovanje nakon 144 i 168 sati od inokulacije. Iako se u in vitro 

uvjetima spoj (7) nije značajno razlikovao od drugih spojeva, u in vivo uvjetima pokazao je 

iznimnu učinkovitost, s potpunim suzbijanjem porasta micelija S. sclerotiorum. Ta razlika 

između in vitro i in vivo rezultata upućuje na utjecaj okolišnih uvjeta (supstrat) na 

antifungalna svojstva spojeva te potrebu za istraživanjima u in vivo uvjetima kako bi se bolje 

razumjela  učinkovitost u stvarnim uvjetima primjene. Ipak, velik broj istraživanja temelji 

se na istraživanjima u in vitro uvjetima (brzo dobivanje rezultata, kontrolirani uvjeta pokusa 

i slično) što je ujedno i nedostatak takvih pokusa. 

U ovom istraživanju in vivo testovima na mrkvi, spojevi (12) i (10) pokazali su značajnu 

učinkovitost, s djelovanjem koje je jednako komercijalnim fungicidima. Spoj  (12) potpuno 

je suzbio porast micelija (100 %) tijekom cijelog promatranog razdoblja inkubacije (120, 

144 i 168 sati). Osim toga, spoj (10) također je postigao snažnu inhibiciju nakon 120 sati 

inkubacije pri koncentraciji 10 µg/mL. Međutim, važno je napomenuti da se inhibitorno 

djelovanje spoja (12) smanjilo pri povećanju koncentracije na 100 µg/mL (tablica 34. i 35.). 

Istraživanje Wang i sur. (2022.) također ističe moguće antifungalno djelovanje 

nikotinamidnih derivata in vivo na listovima uljane repice (B. napus L.). Suprotno 

rezultatima ovog doktorskog rada, autori navode da je sintetizirani spoj spoj 6-klor-N-(3-

(difluormetil)-1-metil-1H-pirazol-5-il)nikotinamid inhibirao porast micelija patogena S. 

sclerotiorum za 73,5 %, ali sa slabijim djelovanjem u usporedbi s komercijalnim fungicidom 

boskalidom čija je primjena inhibirala porast micelija patogena za 94,1 %.  
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Nakon in vivo pokusa na mrkvi, rezultati testa klijavosti sklerocija pokazali su različite 

učinke nikotinamidnih piridinijevih spojeva primijenjenih u koncentraciji 10 µg/mL. U 

kontroli (destilirana voda) je bila najviša klijavost sklerocija od 95,3 %. Spoj (10) pokazao 

je najbolji inhibicijski učinak, s klijavošću konidija od 12,1 % i inhibicijom od 87,31% 

(grafikon 1.). 

Izonikotinamidni spojevi u koncentracijama 10 µg/mL i 100 µg/mL pokazali su različitu 

učinkovitost. Spoj (1) u koncentraciji 100 µg/mL najviše je inhibirao klijavost sklerocija 

(90,66 %), dok su spojevi (5), (8) i (12) u istoj koncentraciji imali najslabije djelovanje 

(grafikon 2.). 

Zaključno, učinkovitost tih spojeva na klijavost sklerocija S. sclerotiorum ovisi o njihovoj 

koncentraciji i spoju. 

Rezultati in vivo testa na plodovima rajčice pokazali su da derivati nikotinamida nisu 

potpuno (100 %) inhibirali porast micelija patogena B. cinerea. Nakon 96 i 120 sati od 

inokulacije, većina nikotinamidnih piridinijevih spojevi nije pokazala statistički značajno 

različito antifungalno djelovanje u usporedbi s kontrolom (destilirana voda). Statistički 

značajno bolje djelovanje u odnosu na kontrolu (destilirana voda) uočeno je kod spojeva (10) 

i (12) pri čemu je spoj (12) pokazao značajno bolje antifungalno djelovanje na porast micelija 

B. cinerea, 120 i 144 sata nakon inokulacije (tablica 35.). Inhibitorno djelovanje 

nikotinamidnih derivata pri koncentraciji od 100 µg/mL slabi s vremenom inkubacije, osim 

za spoj (12). 

Prema istraživanju Yan i sur. (2022.) spoj 6-klor-N-(2-(fenilamino)fenil)nikotinamid 

pokazao je preventivno djelovanje protiv B. cinerea na plodovima rajčice pri čemu je 

njegovo inhibitorno djelovanje bilo najbliže komercijalnom fungicidu pri najvišoj 

koncentraciji. Učinkovitost navedenog spoja iznosila je 53,9 % pri koncentraciji od 200 

mg/L te 49 % i 27,1 % pri koncentracijama od 100 mg/L i 50 mg/L. S druge strane, rezultati 

ove doktorske disertacije pokazali su da su svi nikotinamidni derivati, u usporedbi s 

komercijalnim fungicidom, imali statistički značajno slabiji inhibitorni učinak bez obzira na 

vrijeme inkubacije (tablica 17.).  

Istraživanje utjecaja derivata nikotinamida i izonikotinamida u in vivo testu provedeno je na 

klijancima pšenice zaražene s F. culmorum, uz procjenu njihova utjecaja na masu svježeg i 

suhog korijena i biljke te dužinu biljke i korijena. Rezultati su pokazali varijacije u 

biološkom odgovoru biljaka ovisno o primijenjenom spoju i koncentraciji. 
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Indeks bolesti predstavlja važan pokazatelj učinkovitosti ispitivanog sredstava za suzbijanje 

bolesti jer omogućuje kvantifikaciju intenziteta simptoma bolesti na pojedinačnim biljkama. 

Goulart (2022.) u svojem istraživanju učinkovitosti različitih fungicida također naglašava 

značaj indeksa bolesti te u svojim rezultatima navodi visok indeks bolesti koji odražava 

nisku učinkovitost tretmana. U istraživanju ovog doktorskog rada indeks bolesti također 

omogućava usporedbu učinkovitosti tretmana fungicidom i različitim spojevima. Dobiveni 

rezultati prikazuju vrlo nizak indeks bolesti (0,9) za nikotinamidne spojeve (2) i (4) 

primijenjene u koncentraciji 10 µg/mL (tablica 36.). Taj rezultat sugerira da su navedeni 

spojevi značajno učinkoviti u smanjenju prisutnosti bolesti u usporedbi s pozitivnom 

kontrolom. 

U istraživanju Mohammed i Imara (2023.) prikazan je utjecaj nikotinske kiseline na rast i 

otpornost biljke piskavice (Trigonella foenum-graecum L.) zaražene patogenom Sclerotium 

rolfsii. Utvrđeno je da primjena nikotinske kiseline u koncentraciji od 10 mM značajno 

povećava visinu biljke, svježu i suhu masu biljke te prosječnu težinu mahuna u usporedbi s 

fungicidnim tretmanom i netretiranim sjemenom. Također su otkrili da tretman nikotinskom 

kiselinom u koncentracijama od 8 mM i 10 mM inducira otpornost protiv S. rolfsii, 

smanjujući zarazu patogenom i broj mrtvih biljaka. 

Rezultati ovog istraživanja također su pokazali da većina ispitanih nikotinamidnih spojeva  

povećava masu svježeg korijena klijanaca pšenice zaraženih patogenom  F. culmorum u 

odnosu na sterilno zrno. Jedino primjenom spoja (1) u koncentraciji 100 µg/mL i spoja (12) 

u koncentraciji 10 µg/mL nisu utvrđene statistički značajne razlike. Svi spojevi imali su 

manji utjecaj na masu svježeg korijena u usporedbi s fungicidnim tretmanom (grafikon 3.). 

Samo je spoj (4) pri koncentraciji 100 µg/mL pokazao statistički značajno veći utjecaj na 

masu liofiliziranog korijena u odnosu na kontrolu (sterilno zrno), dok ostali spojevi nisu 

pokazali značajne razlike. 

Primjenom testiranih spojeva utvrđena je manja masa liofiliziranog korijena u usporedbi s 

fungicidnim tretmanom (grafikon 4.). Nakon primjene četiriju nikotinamidnih spojeva 

utvrđena je veća masa svježe biljke u odnosu na kontrolu, dok su svi spojevi imali manji 

utjecaj na masu u usporedbi s fungicidnim tretmanom (grafikon 5.).  

Kada je riječ o dužini biljke, svi su spojevi pokazali slično djelovanje, osim spoja (4), 

primijenjenog u koncentraciji 100 µg/mL, za koji je utvrđeno da ima veći utjecaj na dužinu 

u usporedbi s kontrolom (sterilno zrno). Nije bilo statistički značajnih razlika između 
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ispitanih spojeva i fungicida (grafikon 7.). Spoj (4) primijenjen u koncentraciji 10 i 100 

µg/mL  pokazao je veći utjecaj na dužinu korijena u odnosu na kontrolu (sterilno zrno), dok 

ostali spojevi nisu pokazali značajne razlike (grafikon 8.).  

Istraživanje Sidiq i sur. (2021.) pokazalo je da primjena nikotinamid mononukleotida i 

nikotinamida značajno smanjuje pojavu fuzarijske paleži klasova pšenice (12 % i 8 %) u 

usporedbi s kontrolnim klasovima (26 %). Navedeni spojevi potiču obrambeni odgovor 

biljaka već u ranoj fazi infekcije što dovodi do manjeg razvoja bolesti na klasovima pšenice. 

Istraživanje ovog doktorskog rada na klijancima pšenice imalo je za cilj ispitati utjecaj 

izonikotinamidnih derivata na parametre rasta biljaka pšenice zaražene s F. culmorum. Iako 

su parametri promatranja različiti, oba istraživanja potvrđuju pozitivan utjecaj 

nikotinamidnih spojeva na smanjenje zaraze s Fusarium vrstama i otpornost biljaka pšenice. 

Statistički je utvrđeno značajno povećanje mase svježeg korijena pšenice uz primjenu 

izonikotinamidnih derivata u usporedbi s kontrolom, dok je primjenom odabranih spojeva 

utvrđena manja masa u odnosu na fungicidni tretman (grafikon 9.).  

Rezultati su pokazali da je većina izonikotinamidnih spojeva utjecala na povećanje mase 

svježe biljke, dok je nakon tretmana spojevima (7) i (9) u koncentraciji od 100 µg/mL izostao 

taj učinak. Dužina biljke povećana je nakon primjene većine spojeva, osim kod spoja (7) u 

koncentraciji od 10 µg/mL, dok je dužina korijena bila veća nakon primjene većine spojeva, 

osim kod spojeva (7) i (9) pri koncentraciji od 100 µg/mL.  

Nikotinamidni su se derivati pokazali kao djelotvorni u prevladavanju stresa biljke u 

uvjetima povećane slanosti tla. Oblaganje sjemena nikotinamidom (2,5 i 5 mg/l) može 

značajno ublažiti negativne učinke slanosti tla, koja obično utječe na  smanjenje dužine 

biljke, dužine korijena, broj listova, površinu lišća, suhu masu izdanaka i prinos (Sadaka i 

sur., 2010.). Istraživanja upućuju na potencijal nikotinamidnih derivata u poboljšanju 

otpornosti biljaka i povećanja prinosa. Ipak, nužna su daljnja istraživanja kako bi se 

razumjeli specifični učinci i mehanizmi djelovanja tih spojeva. 

Ovim istraživanjem utvrdili smo složenost antifungalnog djelovanja kvaternih piridinijevih 

soli, s varijacijom u učinkovitosti ovisno o strukturi spoja i vrsti patogena. Podjela na 

izonikotinamidne i nikotinamidne spojeve omogućila je detaljniju analizu njihova utjecaja 

na porast micelija patogena različitih rodova, Fusarium, Botryotinia i Sclerotinia, te na 

vijabilnost konidija patogena B. cinerea i sklerocija patogena S. sclerotiorum. Daljnja 

istraživanja bit će usmjerena na optimizaciju i razumijevanje mehanizama djelovanja tih 
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spojeva što je važno za razvoj novih ekološki prihvatljivih fungicida. Većina postojećih 

istraživanja pokazuje značajno antifungalno djelovanje nikotinamida nakon jednog mjerenja 

porasta micelija. Međutim, s fitopatološkog aspekta jedno mjerenje porasta micelija, 

posebno kada je riječ o 24 sata ili 48 sati nakon inokulacije, ne daje dovoljno informacija o 

dugotrajnom antifungalnom djelovanju i stabilnosti primijenjenih spojeva. Zato smo u našim 

istraživanjima ispitali djelovanje spojeva tijekom šest dana inkubacije što omogućuje bolji 

uvid u djelovanja kroz dulje razdoblje i pruža osnovu za daljnju optimizaciju spojeva u 

pogledu dulje djelotvornosti. 
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5. ZAKLJUČCI 
 

Istraživanje je provedeno na fitopatogenim polifagnim vrstama gljiva rodova Fusarium (F. 

culmorum i F. oxysporum), Botryotinia (B. cinerea) i Sclerotinia (S. sclerotiorum). Cilj 

istraživanja bio je ispitati antifungalno djelovanje kvaternih piridinijevih soli, derivata 

vitamina B3, kao novih potencijalnih fungicida. Proučavalo se njihovo djelovanje na porast 

micelija, sporulaciju, vijabilnost konidija/sklerocija te rast kličnih cijevi. Istraživanja su 

provedena u in vitro i in vivo uvjetima.  

Nakon provedenog istraživanja i analize rezultata mogu se izvesti sljedeći zaključci:  

1. Prvi cilj ovog istraživanja bio je utvrditi antifungalno djelovanje serije kvaternih 

piridinijevih soli na porast micelija fitopatogenih vrsta gljiva rodova Fusarium, 

Botryotinia i Sclerotinia.       

➢ Postavljena je hipoteza da se kvaterne piridinijeve soli razlikuju u antifungalnom 

djelovanju na porast micelija fitopatogenih vrsta gljiva rodova Fusarium, 

Botryotinia i Sclerotinia. 

Provedenim analizama utvrđeno je da postoje razlike u antifungalnom djelovanju na porast 

micelija između kvaternih piridinijevih soli. Ovim istraživanjem utvrđeno je da su svi 

derivati nikotinamida i izonikotinamida imali značajno bolje antifungalno djelovanje na 

porast micelija patogena S. sclerotiorum, F. oxysporum, F. culmorum i B. cinerea  u odnosu 

na kontrolu (čisti KDA), bez obzira na vrijeme inkubacije. Općenito, primjena veće 

koncentracije (100 µg/mL) bila je učinkovitija za nikotinamide, dok za izonikotinamidne 

spojeve koncentracija nije bila ključan čimbenik učinkovitosti. Nikotinamidni spojevi (10), 

(8) i (9) te izonikotinamidni spoj (12) pokazali su najbolje antifungalno djelovanje na 

patogen S. sclerotiorum.  

Najbolje antifungalno djelovanje na porast micelija F. oxysporum utvrđeno je za 

nikotinamidne derivate (4), (5), (6) i izonikotinamidni derivat (12). Najbolje antifungalno 

djelovanje na porast micelija patogena B. cinerea utvrđeno je kod nikotinamidnih spojeva 

(4), (8) i (9). Na patogen F. culmorum značajno  antifungalno djelovanje pokazali su spojevi 

(7), (8) i (10) samo primjenom koncentracije od 100 µg/mL.  

Utvrđeno je i različito antifungalno djelovanje spojeva na različitu vrstu patogena te se 

postavljena hipoteza prihvaća. 
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2. Drugi cilj bio je utvrditi antifungalno djelovanje kvaternih piridinijevih soli na 

vijabilnost konidija/sklerocija i rast kličnih cijevi. 

➢ Kvaterne piridinijeve soli razlikuju se u antifungalnom djelovanju na vijabilnost 

konidija/sklerocija i rast kličnih cijevi. 

Analizom varijance (p ≤ 0,05) potvrđeno je značajno inhibitorno djelovanje derivata 

nikotinamida i izonikotinamnida na klijavost konidija gljive B. cinerea. Pri koncentraciji od 

10 µg/mL, većina spojeva pokazuje inhibiciju klijavosti konidija u rasponu od 50 % do 66 

%, dok je spoj (8) pokazao najbolju inhibiciju od 74 %. Najbolje inhibitorno djelovanje 

nikotinamidnih derivata pokazali su spojevi (1), (2) i (6) te izonikotinamidni spojevi (10), 

(12) i (3) s najvećom inhibicijom od 82 %. Prihvaćena je postavljena hipoteza jer se 

spojevi međusobno razlikuju u antifungalnom djelovanju.  

Kvaterne piridinijeve soli u koncentraciji od 10 µg/mL pokazuju značajno bolju inhibiciju 

klijavosti konidija B. cinerea, dok se antifungalno djelovanje većine ispitivanih spojeva 

smanjuje pri koncentraciji 100 µg/mL. Potrebna je daljnja optimizacija koncentracija 

pojedinih spojeva kako bi se postiglo maksimalno antifungalno djelovanje. 

Provedenim analizama utvrđena je značajna razlika u inhibiciji rasta kličnih cijevi konidija 

B. cinerea primjenom različitih koncentracija nikotinamidnih i izonikotinamidnih spojeva. 

Većina spojeva iz obiju serija pokazala je bolju inhibiciju pri nižoj primijenjenoj 

koncentraciji (10 µg/mL), dok su se spojevi razlikovali u inhibitornom djelovanju na rast 

kličnih cijevi. Postavljena je hipoteza prihvaćena. 

Inhibitorno djelovanje nikotinamidnih i izonikotinamidnih spojeva na klijavost sklerocija 

patogena S. sclerotiorum ovisi o koncentraciji primjene. Veće koncentracije (100 µg/mL) 

pokazale su bolje inhibitorno djelovanje pri čemu su vrlo učinkoviti bili nikotinamidni 

derivat (10) i izonikotinamidni derivat (1) s inhibicijom od 87,31 % i 90,66 %. Pozitivna 

kontrola (fungicid) i nikotinamidni derivat (7) pokazali su potpuno inhibicijsko djelovanje 

(100 %) na formiranje sklerocija patogena na prirodnom supstratu mrkvi što upućuje na 

njihov potencijal za primjenu u suzbijanju patogena S. sclerotiorum. Hipoteza se prihvaća 

jer je utvrđena značajna razlika inhibitornog djelovanja različitih spojeva.  

3. Treći cilj bio je utvrditi antifungalno djelovanje kvaternih piridinijevih soli na 

porast micelija i sporulaciju u in vivo testu. 
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➢ Kvaterne se piridinijeve soli razlikuju u antifungalnom djelovanju na porast 

micelija i sporulaciju u in vivo testu. 

Rezultati in vivo test na plodovima rajčice potvrdili su da ni jedan nikotinamidni derivat 

primijenjenom koncentracijom od 100 µg/mL nije potpuno inhibirao porast micelija B. 

cinerea. Spoj (12) istaknuo se najboljim antifungalnim djelovanjem od svih primijenjenih 

spojeva, ali se ni on nije statistički značajno razlikovao od kontrolnih varijanti. Postavljena 

se hipoteza prihvaća jer je utvrđena statistički značajna razlika između spojeva nakon 96, 

120 i 144 sati inkubacije. 

Također, utvrđene su statistički značajne razlike između spojeva (10) i (12) pri čemu je (12) 

pokazao najjače antifungalno djelovanje među svim ispitanim spojevima. Svi ispitani 

spojevi imali su značajno slabije antifungalno djelovanje u odnosu na pozitivnu kontrolu 

(fungicid). Ti rezultati upućuju na potrebu daljnjih istraživanja i optimizacije nikotinamidnih 

piridinijevih spojeva radi poboljšanja njihove antifungalne učinkovitosti. 

Rezultati in vivo testa na mrkvi potvrdili su da ni jedan testiran nikotinamidni derivat pri 

koncentraciji od 10 µg/mL nije potpuno inhibirao rast micelija patogena S. sclerotiorum. 

Većina je spojeva pokazala bolje antifungalno djelovanje u usporedbi s kontrolnom 

varijantom (destilirana voda). Uspoređeni nikotinamidni derivati pri koncentraciji od 10 

µg/mL pokazali su da su spojevi (1), (4), (5), (6) te (12) imali znatno jače antifungalno 

djelovanje nakon 144 i 168 sati inkubacije (p < 0,01) u usporedbi sa spojem (10). Spoj (7) 

pokazao je statistički najbolje antifungalno djelovanje u usporedbi sa svim drugim ispitanim 

spojevima pri čemu je njegova učinkovitost tijekom cijelog razdoblja inkubacije (144 i 168 

sati nakon inokulacije) bila usporediva s komercijalnim fungicidom. 

Antifungalno djelovanje derivata izonikotinamida pri objema koncentracijama potvrdilo je 

statistički značajne razlike među spojevima tijekom cijelog inkubacijskog razdoblja. Spoj 

(12) primijenjen u koncentraciji 10 µg/mL potpuno je (100 %) suzbio porast micelija tijekom 

cijelog inkubacijskog razdoblja, dok je njegova učinkovitost smanjena pri većoj 

koncentraciji (100 µg/mL). Rezultati in vivo testa na zaraženim klijancima pšenice 

patogenom F. culmorum potvrdili su različit utjecaj nikotinamidnih i izonikotinamidnih 

spojeva na masu i dužinu biljke pšenice.  

Većina spojeva iz obiju serija imala je određeno antifungalno djelovanje, ali manju 

učinkovitost u usporedbi s fungicidnim tretmanom. Posebno su se istaknuli nikotinamidni 

derivat (4) pri koncentraciji od 100 µg/mL i  izonikotinamidni derivat (7) pri koncentraciji 
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od 10 µg/mL pozitivnim utjecajem na testirane parametre: masu svježeg korijena, dužinu 

biljke i dužinu korijena pšenice. Dobiveni rezultati potvrđuju hipotezu da postoje 

značajne razlike u antifungalnom djelovanju kvaternih piridinijevih soli.  

4. Četvrti cilj bio je utvrditi razlike u antifungalnom djelovanju između kvaternih 

piridinijevih soli i komercijalnih fungicida na porast micelija. 

➢ Postoje razlike u antifungalnom djelovanju kvaternih piridinijevih soli i 

komercijalnih fungicida na porast micelija. 

Rezultati su potvrdili postavljenu hipotezu da postoje značajne razlike u antifungalnom 

djelovanju nikotinamidnih i izonikotinamidnih derivata i komercijalnog fungicida. Prema 

dobivenim je rezultatima hipoteza „Postoje razlike u antifungalnom djelovanju kvaternih 

piridinijevih soli i komercijalnih fungicida na porast micelija“ potvrđena pri čemu je 

komercijalni fungicid u većini pokusa značajno bolji u inhibiranju porasta micelija patogenih 

gljiva od nikotinamidnih i izonikotinamidnih piridinijevih spojeva.  

Nikotinamidni derivati (8), (9) i (10) te izonikotinamidni derivat (12) pokazali su podjednako 

djelovanje na porast micelija  patogena S. sclerotiorum kao i komercijalni fungicid. Ostali 

primijenjeni spojevi pokazali su  statistički značajno manje antifungalno djelovanje u odnosu 

na komercijalni fungicid.  

Statistički značajne razlike u antifungalnom djelovanju kvaternih piridinijevih soli i 

komercijalnih fungicida utvrđene su i za patogene F. oxysporum, F. culmorum i B. cinerea. 

Spojevi (8) i (9) pokazali su podjednako djelovanje na porast micelija B. cinerea kao i  

komercijalni fungicid. 

Rezultati istraživanja ovog doktorskog rada potvrđuju da kvaterne piridinijeve soli imaju 

potencijal kao antifungalni agensi s različitim razinama učinkovitosti. Utvrđeno je da 

njihovo djelovanje ovisi o vrsti patogena i koncentraciji spojeva.  

Također, može se zaključiti da nikotinamidni derivati imaju bolje antifungalno djelovanje 

protiv svih ispitivanih patogena u odnosu na izonikotinamidne spojeve. Bolje antifungalno 

djelovanje kvaternih piridinijevih soli potvrđeno je za patogene S. sclerotiorum i B. cinerea, 

dok je patogen F. culmorum pokazao najmanju osjetljivost na antifungalno djelovanje 

spojeva u in vivo testu. Iako spojevi pokazuju antifungalno djelovanje, potrebna su daljnja 

istraživanja i optimizacija kako bi se postigla veća učinkovitost u borbi protiv fitopatogenih 

gljiva. 
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7. SAŽETAK 
 

Uzročnici biljnih bolesti iz rodova Fusarium, Botryotinia i Sclerotinia imaju značajan utjecaj 

na poljoprivrednu proizvodnju, uzrokujući smanjenje prinosa i kvalitete usjeva. Njihova 

otpornost i patogenost čine njihovu kontrolu izazovnom. Razumijevanje biologije i ekologije 

ovih patogena ključno je za razvoj novih, učinkovitijih mjera zaštite. Kvaterni piridinijevi 

spojevi poput nikotinamidnih i izonikotinamidnih derivata  manje su toksični i manje štetni 

za okoliš od komercijalnih fungicida. 

Cilj istraživanja bio je ispitati antifungalno djelovanje ovih spojeva na F. oxysporum, F. 

culmorum, S. sclerotiorum i B. cinerea. U in vitro uvjetima, analizirano je njihovo djelovanje 

na porast micelija, vijabilnost konidija/sklerocija te rast kličnih cijevi pri koncentracijama 

od 10 i 100 µg/mL. Istraživanje je također uključilo in vivo testove na prirodnim supstratima 

(mrkva, pšenica, rajčica) za svakog patogena, kako bi se ispitalo antifungalno djelovanje 

odabranih spojeva. 

Rezultati in vitro istraživanja su pokazali statistički značajno bolje antifungalno djelovanje 

na porast micelija S. sclerotiorum, F. oxysporum i B. cinerea u usporedbi s kontrolnim 

uvjetima (čisti KDA), neovisno o vremenu inkubacije i primijenjenoj koncentraciji. Protiv 

patogena F. culmorum, koncentracija od 100 µg/mL bila je najučinkovitija za nikotinamidne 

spojeve, dok je antifungalno djelovanje izonikotinamidnih spojeva bilo neovisno o 

koncentraciji. Analizom varijance (p ≤ 0,05) potvrđeno je značajno inhibitorno djelovanje 

nikotinamidnih i izonikotinamnidnih derivata na klijavost konidija gljive B. cinerea. 

Utvrđena je statistički značajna razlika u inhibiciji rasta kličnih cijevi konidija B. cinerea 

primjenom različitih koncentracija derivata nikotinamida i izonikotinamida. Većina spojeva 

pokazuje statistički značajno bolju inhibiciju klijavosti konidija pri nižoj koncentraciji 10 

µg/mL. Statistički značajno bolja razlika u inhibiciji rasta kličnih cijevi konidija B. cinerea 

također je potvrđena pri nižoj koncentraciji. Većina spojeva iz obje serije pokazala je bolju 

inhibiciju pri nižoj primijenjenoj koncentraciji (10 µg/mL). Rezultati ukazuju na potrebu za 

daljnjom optimizacijom koncentracija pojedinih spojeva kako bi se postiglo maksimalno 

antifungalno djelovanje.  

Inhibitorno djelovanje derivata nikotinamida i izonikotinamida spojeva na klijavost 

sklerocija patogena S. sclerotiorum ovisi o koncentraciji primjene. Veće koncentracije (100 

µg/mL) pokazale su bolje inhibitorno djelovanje. Rezultati in vivo testova na rajčici nisu 

pokazali potpunu inhibiciju porasta micelija nikotinamidnih piridinijevih spojeva pri 
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koncentraciji od 100 µg/mL. Spoj (12) se istaknuo sa najboljim antifungalnim djelovanjem 

od svih primijenjenih spojeva, ali se niti on nije statistički značajno razlikovao od kontrolnih 

varijanti. Rezultati in vivo testa na mrkvi potvrdili su da niti jedan od testiranih 

nikotinamidnih piridinijevih spojeva pri koncentraciji od 10 µg/mL nije potpuno inhibirao 

porast micelija patogena S. sclerotiorum. Većina spojeva je pokazala statistički značajno 

bolje antifungalno djelovanje u usporedbi s kontrolnom varijantom (destilirana voda). 

Nikotinamidni derivati (8), (9), i (10) te izonikotinamidni derivat (12) pokazali su 

podjednako djelovanje na porast micelija  patogena S. sclerotiorum kao i komercijalni 

fungicid. Spojevi (8) i (9) pokazali podjedanko djelovanje na porast micelija B.  cinerea  kao 

i komercijalni fungicid. Najbolje antifungalno djelovanje primijenjenih kvaternih 

piridinijevih soli na porast micelija potvrđeno je za patogene S. sclerotiorum i B. cinerea. 

Patogen F. culmorum pokazao je najmanju osjetljivost na sve primijenjene spojeve. 

Općenito, rezultati potvrđuju da kvaterne piridinijeve soli imaju potencijal u borbi sa biljnim 

patogenima, ali s različitim razinama učinkovitosti. Antifungalno djelovanje spojeva koji se 

statistički nisu značajno razlikovali od komercijalnog fungicida ukazuje na potencijal 

razvoja novih ekološki prihvatljivijih fungicida, što zahtijeva daljnju optimizaciju radi 

postizanja sigurne i učinkovite primjene. 
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8. SUMMARY 

The pathogens that cause plant diseases of the genera Fusarium, Botryotinia, and Sclerotinia 

considerably impact agricultural production and lead to losses in yield and quality. Their 

resistance and pathogenicity make their control a challenge. Understanding the biology and 

ecology of these pathogens is crucial for developing new, more effective protective 

measures. Quaternary pyridinium compounds, such as nicotinamide and isonicotinamide 

derivatives, are less toxic and less harmful to the environment than commercially available 

fungicides. 

The study aimed to investigate the antifungal activity of these compounds against F. 

oxysporum, F. culmorum, S. sclerotiorum, and B. cinerea. Under in vitro conditions, their 

effects on mycelial growth, conidial/sclerotial viability, and germ tube growth were analyzed 

at 10 and 100 µg/ml concentrations. The study also included in vivo tests on natural 

substrates (carrot, wheat, tomato) for each pathogen to evaluate the antifungal activity of the 

selected compounds.  

The results of the in vitro study showed a statistically significant improvement in antifungal 

activity against mycelial growth of S. sclerotiorum, F. oxysporum, and B. cinerea compared 

to the control conditions (pure PDA), regardless of the incubation time and the concentration 

used. For the pathogen F. culmorum, the concentration of 100 µg/mL was most effective for 

the nicotinamide compounds, while the antifungal activity of the isonicotinamide 

compounds was independent of the concentration. Analysis of variance (p ≤ 0.05) confirmed 

a significant inhibitory effect of nicotinamide and isonicotinamide derivatives on the 

germination of B. cinerea conidia. A statistically significant difference was found in the 

inhibition of germ tube growth of B. cinerea conidia when different concentrations of 

nicotinamide and isonicotinamide compounds were applied. Most compounds showed 

statistically significant better inhibition of conidia germination at the lower concentration of 

10 µg/mL. A statistically significant improvement in the inhibition of germ tube growth of 

B. cinerea was also confirmed at the lower concentration. Most compounds from both series 

showed better inhibition at the lower concentration (10 µg/mL). The results indicate that the 

concentrations of the individual compounds need to be further optimized to achieve 

maximum antifungal activity.  

The inhibitory effect of nicotinamide and isonicotinamide compounds on the germination of 

S. sclerotiorum sclerotia depends on the concentration used. Higher concentrations (100 
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µg/mL) showed a better inhibitory effect. The results of in vivo tests on tomatoes showed 

no complete inhibition of mycelial growth by nicotinamide derivatives at a 100 µg/mL 

concentration. The compound (12) was characterized by the best antifungal activity among 

all compounds used but was not statistically significantly different from the control variants. 

The in vivo test results on carrots confirmed that none of the nicotinamide pyridinium 

compounds tested at 10 µg/mL wholly inhibited the mycelial growth of the S. sclerotiorum 

pathogen. Most compounds showed significantly better antifungal activity than the control 

variant (distilled water). 

The nicotinamide compounds (8), (9), and (10), as well as the isonicotinamide compound 

(12), showed a comparable effect on mycelial growth of the pathogen S. sclerotiorum as the 

commercial fungicide. The compounds (8) and (9) showed a similar effect on the mycelial 

growth of B. cinerea as the commercial fungicide. The best antifungal activity of the 

quaternary pyridinium salts against mycelial growth was confirmed for S. sclerotiorum and 

B. cinerea. The pathogen F. culmorum showed the lowest sensitivity to all compounds used. 

Overall, the results confirm that quaternary pyridinium salts have the potential to control 

plant pathogens but with varying degrees of efficacy. The antifungal activity of the 

compounds, which was not statistically significantly different from the commercial 

fungicide, indicates the potential for developing new, more environmentally friendly 

fungicides that need to be further optimized for safe and effective use.
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9. PRILOG 

Tablica 3. Struktura ispitanih derivata nikotinamida 

 

Spoj Struktura 

(1) 

3-karbamoil-1-metilpiridinijev 

jodid 

 

(2) 

3-karbamoil-1-(2-(4-klorfenil)-2-

oksoetil)piridinijev bromid 

 

(3)  

1-(2-(4-bromfenil)-2-oksoetil)-3-

karbamoilpiridinijev bromid 

 

(4)  

1-(2-fenil-2-oksoetil)-3-

karbamoilpiridinijev bromid 

 

(5)  

3-karbamoil-1-(2-(4-metilfenil)-2-

oksoetil)piridinijev bromid 

 

(6)  

1-(2-(4-fluorfenil)-2-oksoetil)-3-

karbamoil-piridinijev bromid 
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(7)  

3-karbamoil-1-(2-(4-metoksifenil)-

2-oksoetil)piridinijev bromid 

 

(8)  

1-(2-([1,1'-Bifenil]-4-il)-2-oksoetil)-

3-karbamoilpiridinijev bromid 

 

(9)  

3-karbamoil-1-(2-(2-metoksifenil)-

2-oksoetil)piridinijev bromid 

 

(10)  

3-karbamoil-1-(2-(4-nitrofenil)-2-

oksoetil)piridinijev bromid 

 

(11)  

1-(3-jodpropil)-3-

karbamoilpiridinijev jodid 

 

(12)  

1-(3-brompropil)-3-

karbamoilpiridinijev bromid 
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Tablica 4. Struktura ispitanih  izonikotinamidnih derivata 

 

Spoj Struktura 

(1)  

4-karbamoil-1-metilpiridinijev 

jodid 
 

(2)  

4-karbamoil-1-(2-(4-klorfenil)-2-

oksoetil)piridinijev bromid 

 

(3)  

1-(2-(4-bromfenil)-2-oksoetil)-4-

karbamoilpiridinijev bromid 

 

(4)  

1-(2-fenil-2-oksoetil)-4-

karbamoilpiridinijev bromid 

 

(5)  

4-karbamoil-1-(2-(4-metilfenil)-2-

oksoetil)piridinijev bromid 

 

(6)  

1-(2-(4-fluorfenil)-2-oksoetil)-4-

karbamoilpiridinijev bromid 
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(7)  

4-karbamoil-1-(2-(4-metoksifenil)-

2-oksoetil)piridinijev bromid 

 

(8)  

1-(2-([1,1'-bifenil]-4-il)-2-oksoetil)-

4-karbamoilpiridinijev bromid 

 

(9)  

4-karbamoil-1-(2-(2-metoksifenil)-

2-oksoetil)piridinijev bromid 

 

(10)  

4-karbamoil-1-[2-(4-nitrofenil)-2-

oksoetil]piridinijev bromid 

 

(12)  

1-(3-brompropil)-4-

karbamoilpiridinijev bromid 
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