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REZIME

Zastita bilja od patogenih bakterija predstavlja znacajan problem u poljoprivrednoj pro-

izvodniji. Visoka stopa umnoZzavanja, prilagodljivost i Zivot u unutrasnjosti biljnih tkiva ¢ine
bakterije veoma nepogodnim i nedostupnim za suzbijanje. Zahvaljujuci tome, lista bakte-
ricida, koji se mogu primeniti u zastiti bilja, veoma je kratka. Poslednjih godina, resenje pro-
blema sve vise se trazi u primeni bioloskih mera zastite. Bakteriofagi, virusi koji parazitira-
ju bakterije, sve su ceS¢e predmet istraZivanja fitopatologa. Eksperimentalno je pokazano
da se mogu iskoristiti kao veoma efikasno sredstvo za kontrolu Stetnih bakterija. Cinjenice
da su opste rasprostranjeni prirodni neprijatelji bakterija, jednostavni za gajenje i odrZava-
nje, specifi¢ni prema domacinu, pogodni za integraciju sa drugim merama zastite, bezopa-
sni po ¢oveka i druge cinioce biosfere, daju im znacajnu prednost nad drugim sredstvima
baktericidnog dejstva.

Kljucne reci: Fitopatogene bakterije; bakteriofagi; baktericidi; bioloska zastita; integralna

zastita

uvoD

Bolesti biljaka, prouzrokovane faktorima biotske ili
abiotske prirode, predstavljaju znadajan problem kako
u uslovima intenzivne poljoprivredne proizvodnje ta-
ko i u proizvodnji na okuénicama. Uprkos napretku
fitopatologije, aktivnostima stru¢njaka i proizvodaca,
i velikom broju preparata za zastitu bilja, i dalje smo
svedoci povremene pojave pojedinih bolesti znacajni-
jeg intenziteta. Njihova pojava izaziva visestruke po-
sledice, medu kojima prvenstveno treba ista¢i umanjen
ekonomski efekat proizvodnje, usled gubitka prinosa i
kvaliteta. Medutim, ne retko se suo¢avamo sa posledi-
cama nastalim posredno, usled neadekvatne ili preko-
merne primene hemijskih preparata za zastitu bilja od
bolesti, i njihovog negativnog uticaja na ¢oveka i Zivot-

nu sredinu. Stoga se kao imperativ istraZivanjima u za-
stiti bilja nameée potreba da se obezbedi efikasna za-
$tita od prouzrokovaca bolesti, u cilju postizanja zado-
voljavajuéih prinosa, uz o¢uvanje zdravlja ljudi i ¢isto-
¢e prirode. Jedan od pravaca u traZenju re$enja je i pro-
nalaZenje alternativa hemijskim sredstvima za zastitu
bilja kao potencijalnim zagadiva¢ima hrane i Zivotne
sredine, uz uslov da se obezbedi podjednako efikasna
zamena i da nova reSenja budu ekoloski prihvatljiva i
ekonomski opravdana. Najnovija istrazivanja ukazuju
da medu bioloskim agensima, rasprostranjenim u pri-
rodi, postoje orgnizmi sa superparazitskim i antibiot-
skim potencijalom koji se mogu efikasno iskoristiti u
zastiti bilja.
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FITOPATOGENE BAKTERLJE
I NJIHOVO SUZBIJANJE

Fitopatogene bakterije, prema opasnosti koju pred-
stavljaju u proizvodnji, zauzimaju mesto pri vrhu liste
prouzrokovaca biljnih bolesti. Do sada je poznato oko
1600 vrsta bakeerija, od kojih oko 100 su prouzroko-
vadi bolesti biljaka (Agrios, 2005). Njihovo suzbijanje
predstavlja veliki izazov u poljoprivrednoj praksi, na-
ro¢ito u uslovima povoljnim za nastanak i $irenje in-
fekcije. Razlozi su uglavnom u biologiji i epidemiolo-
giji patogena. Uspesno suzbijanje fitopatogenih bakte-
rija je dosta otezano usled njihove osobine da se razvi-
jaju u unutrasnjosti biljnog tkiva, gde su zasti¢ene od
baktericidnog dejstva razli¢itih faktora. Fitopatogene
bakterije se veoma brzo umnozavaju u povoljnim uslo-
vima. Populacija im je varijabilna i prilagodljiva, na-
rotito u uslovima selekcionog pritiska ili prisustva ne-
kog drugog ogranicavajuéeg faktora porasta. Selekcioni
pritisak, nastao uspesnim uno$enjem gena otpornosti
u komercijalne genotipove gajenih biljaka, ¢esto rezul-
tira pojavom sojeva bakeerije sposobnih da prevazidu
otpornost i ostvare infekciju (Kousik i Ritchie, 1996;
Pernezny i sar., 1999).

Kontrola populacije fitopatogenih bakterija zasni-
va se na profilaktickim i terapeutskim merama borbe
(Arsenijevi¢, 1997). Prednost imaju profilakti¢ke ili
preventivne mere, tj. primena postupaka kojima se ot-
klanja opasnost od dospevanja patogena u kontakt sa
osetljivom biljkom. Te mere podrazumevaju karantin,
prognozno-izvestajnu sluzbu, kao i razne agrotehnic-
ke mere (gajenje otpornih sorti, upotreba zdravog se-
menskog i sadnog materijala, primena plodoreda, iz-
bor pogodnog zemlji$ta, pravilna i pravovremena se-
tva i zetva, adekvatno dubrenje, rezidba, navodnjava-
nje i odvodnjavanje, zaoravanje i spaljivanje obolelih
biljnih ostataka, suzbijanje vektora i unistavanje koro-
va) (Klement i sar., 1990).

Terapeutske ili kurativne mere podrazumevaju in-
tervenciju posle ostvarene infekcije. Stoga imaju dale-
ko manji znacaj i dolaze u obzir samo u specifi¢nim slu-
¢ajevima. Nasuprot velikom broju hemijskih preparata
efikasnih u suzbijanju fitopatogenih gljiva, razvoj bak-
tericida za primenu u biljnoj proizvodnji nije zabele-
zio adekvatan uspeh. Trenutno su uglavnom u upotre-
bi preparati na bazi jona bakra zbog svog ogranic¢enog
baktericidnog dejstva. Medutim, problem predstavlja
pojava rezistentnih sojeva bakterija prema ovim jedinje-
njima (Marco i Stall, 1983; Jones i sar., 1991; Ritchie i
Dittapongpitch, 1991; Martin i sar., 2004).
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Primena antibiotika u klini¢koj terapiji vrlo brzo je
prokr¢ila put primeni i u zastiti bilja. Jedan od najvise
kori$¢enih je streptomicin, koji se poceo koristiti za suz-
bijanje fitopatogenih bakterija jo§ 50-ih godina pros-
log veka. Nekontrolisana upotreba dovela je do domi-
nantne pojave rezistentnih sojeva pojedinih ekonom-
ski znacajnih bakterija i tako znacajno umanjila efika-
snost streptomicina (Thayer i Stall, 1961; Minsavage i
sar., 1990; Ritchie i Ditapongpitch, 1991; Obradovi¢ i
Ivanovié, 2007).

Poslednjih godina u primeni je nova grupa prepara-
ta, tzv. aktivatora otpornosti biljaka (SAR - systemic
aquired resistance inducers), koji u kontaktu sa bilj-
kom aktiviraju biochemijske procese i dovode do pove-
¢anja odbrambene sposobnosti i smanjenja moguéno-
sti ostvarenja infekcije patogenim mikroorganizmima
(Qui i sar., 1997; Louws i sar., 2001; Obradovi i sar.,
2002a, 2002b, 2004a, 2004b, 2005). Medutim, u po-
jedinim patosistemima nisu ispoljili zadovoljavaju¢u
efikasnost ili su ¢ak imali negativan efekat na prinos
(Louws i sar., 2001).

U nedostatku efikasnih baktericida o¢igledno je da
za sprecavanje pojave i Sirenje bakterioza bilja resenje
treba traziti u integralnom pristupu, odnosno sintezi
znanja o biologiji i epidemiologiji patogena, tehnolo-
giji biljne proizvodnje, kao i baktericidnom efektu po-
jedinih supstanci. Najnovija istrazivanja ukazuju i na
mogucénost efikasne primene nekih bioloskih agena-
sa. Medu onima koji su prihvaéeni za primenu u praksi
nalaze se i bakteriofagi ili jednostavnije fagi (Flaherty i
sar., 2000; Balogh i sar., 2003; Obradovi¢ i sar., 2004a,
2007, 20084).

BAKTERIOFAGI KAO BAKTERICIDI
Otkrice bakteriofaga i osnovne karakteristike

Bakteriofagi predstavljaju posebnu grupu virusa ¢i-
ji su domadini bakterije. Odmah nakon otkriéa, s po-
¢etka proslog veka, privukli su paznju svojom sposob-
no$¢u da parazitiraju bakterije i tako uti¢u na njihovu
brojnost u Zivotnoj sredini. Otkrio ih je engleski bakte-
riolog Twort (1915), koji je zapazio da neke kolonije mi-
krokoka, posle duze inkubacije, dobijaju proziran izgled
idase vi$e ne mogu gajiti na hranljivoj podlozi (loc. cit.
Jonesisar.,2007). Nezavisno od Tworta, kanadski bak-
teriolog d’Herelle je 1917. godine otkrio ,,bolest” bakte-

rija koja se moze preneti i posle filtriranja, i stoga pret-
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postavio da je uzrok pojave virus koga je nazvao bakeeri-
ofagom (d’Herelle, 1917; loc. cit. Jones i sar., 2007).
Do sadaje otkriveno i prouceno viSe vrsta bakteriofa-
ga koji se medusobno razlikuju po obliku, veli¢ini i sa-
stavu. Po obliku se mogu svrstati u izometrijske (ikoza-
edarne), izduzene i konéaste (filamentozne), i one po-
sebnog oblika, odnosno fage koji imaju izometrijsku ili
duguljastu glavicu sa kratkim ili dugim repi¢ima. Svima
je zajednicko da sadrze nukleinsku kiselinu, najéesée
DNK, obavijenu proteinskim omotacem ili kapsidom

(Slika 1) (Obradovi¢ i sar., 2008a).
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Slika 1. Sematski prikaz grade bakteriofaga T4
(http://micro.magnet.fsu.edu/cells/viruses/images/

bacteriophage.jpg)

Odnos izmedu bakterija i bakteriofaga, odnosno nji-
hov Zivotni ciklus, moze biti liti¢ki i lizogeni (Kutter
i Sulakvelidze, 2005). Liti¢ki odnos se odlikuje brzim
umnozavanjem faga u bakterijskoj ¢eliji nakon ubaci-
vanja nukleinskog materijala i oslobadanjem novih fa-
ga posle lizisa, odnosno raspadanja bakterijske ¢elije.
Ovi fagi nazivaju se virulentnim. Na vestatkoj hranlji-
voj podlozi, razaranje ¢elija bakterija uocava se u vidu
prosvetljene zone kruznog oblika u kojoj nema razvo-
ja. Ova zona se naziva ,plak” (Slika 2). Lizogeni ciklus
prozivljavaju tzv. umereni fagi, koji se u inficiranoj éeliji
zadrZavaju u obliku svoje nukleinske kiseline ugradene
u bakterijski hromozom (profag), i tako se prenose deo-
bom na potomstvo bakterije. Bakterije koje nose profag

nazivaju se lizogene bakterije. U stresnim uslovima pro-
fag se oslobada i aktivira liti¢ki ciklus koji se zavr$ava li-
zisom i oslobadanjem umnozenih ¢estica faga.
Bakteriofagi nemaju sopstveni enzimski sistem, zbog
cega su direktno zavisni od ¢elije domaéina koja obez-
beduje esencijalne metabolite i enzime. Nasuprot bak-

Slika 2. Xanthomonas envesicatoria. Pojava plakova u vidu
prosvetljenih zona okruglastog oblika kao znak lizisa
bakeerija parazitiranih fagima (original)

terijama koje stvaraju sopstvena jedinjenja velike ener-
gije, bakterijski virusi ne poseduju enzimsku kompo-
nentu, kao ni sistem prenosa elektrona povezan sa di-
sanjem (Kutter i Sulakvelidze, 2005). Uopiteno, virusi
svojim prisustvom menjaju metabolizam éelije koji tece
u pravcu sinteze virusnih cestica. Na ovaj nadin se pa-
razitizam i umnoZzavanje virusnih Cestica izjednacava-
ju, $to predstavlja kvalitativau odliku virusnog parazi-
tizma. Ovakvom fiziolo$kom aktivno$éu odlikuju se i
bakteriofagi (Sutié, 1995).

Tako su bakteriofagi najbrojniji bioloski agensi na pla-
neti, njihov opstanak u prirodi umnogome zavisi od
uticaja razli¢itih faktora spoljne sredine (Balogh i sar.,
2007). U dosadasnjim istraZivanjima prakti¢ne prime-
ne faga u zastiti bilja Cest problem je bila nedovoljna
perzistentnost faga na povrsini biljnog tkiva usled isu-
Sivanja i pogubnog dejstva sunéevog zradenja. Drasti¢an
pad populacije primenjenih faga u spoljnoj sredini imao
je za posledicu promenljivu efikasnost u suzbijanju bak-
terija i nestandardne rezultate, $to je bila glavna smet-
nja masovnijoj primeni (Jones i sar., 2006).

Pocetna istrazivanja

Otkriée bakteriofaga je ulilo nadu borbi protiv pato-
genih bakterija u oblasti humane medicine kao §to su

1



Aleksa Obradovic¢

infekcije bakterijama Bacillus anthracis i Staphylococcus,
a takode i le¢enju tifusne groznice, dizenterije i kolere
(Jones i sar., 2007).

Osim primene u klini¢koj patologiji, bilo je pokusa-
ja primene faga i u fitopatologiji. Mallman i Hemstreet
(1924; loc. cit. Jones i sar., 2007) utvrdili su da filtrat
te¢nosti dobijene iz obolelog biljnog materijala inhibira
razvoj prouzrokovada trulezi kupusa i vitro. Ubrzo po-
tom su Kotilai Coons (1925; loc. cit. Jones i sar., 2007)
iz uzorka zemljita izolovali bakteriofage sposobne da
parazitiraju Pectobacterium carotovorum subsp. atrosep-
ticum. Thomas (1935) je koristio fage poreklom iz obo-
lelog biljnog materijala za tretiranje semena kukuruza i
suzbijanje Pantoea stewartii prouzrokovala bakteriozne
uvelosti ili Stewartove bolesti kukuruza.

Medutim, uprkos poéetnom entuzijazmu bakteriofa-
gi nisu postali ,lek izbora® u kontroli bakterioza bilja-
ka. Nedovoljno razumevanje biologije faga i nedostatak
eksperimentalnih tehnika imao je za posledicu nezado-
voljavajuéu efikasnost tretmana fagima (Kutter, 1997).
Osim toga, smanjenom interesovanju za terapiju fagi-
ma doprinelo je i otkrice antibiotika, koji su se pokaza-
li kao mnogo efikasniji baktericidi (Balogh i sar., 2003;
Obradovi¢ i Ivanovié, 2007).

U meduvremenu, u literaturi su se mogli naéi i razlozi
protiv upotrebe faga za kontrolu biljnih bolesti. Tako je
Vidaver (1976) ukazala da kao posledica mutacije moze
dodi do pojave rezistentnih sojeva bakterija, kao i pro-
mene patogenosti faga usled uticaja faktora spoljne sre-
dine. Takode, fagi mogu predstavljati opasnost po ko-
risne sojeve bakterija u prehrambenoj industriji ili vrste
koje Zive u simbiozi sa gajenim biljkama.

Porast interesovanja za primenu bakteriofaga

Iako nije bilo napretka u njihovoj primeni u zastiti
bilja, bakteriofagi su ostali u upotrebi u fitobakterio-
logiji. Zahvaljujudi visokoj specifi¢nosti odnosa virus—
bakterija, fagi su omoguili razlikovanje usko poveza-
nih grupa fitopatogenih bakterija, kao i rasa ili patoge-
nih varijeteta iste bakterijske vrste i tako znacajno do-
prineli klasifikaciji i identifikaciji patogenih bakterija
(Klement i sar., 1990; Arsenijevi¢, 1997). Osim toga,
znadajnu ulogu u proteklom periodu bakteriofagi su
imali u osnovnim istraZivanjima u oblasti molekular-
ne biologije i genetike.

Kao rezultat novih saznanja o bakteriofagima, po-
jave rezistentnih sojeva bakterija prema antibioticima
i bakarnim jedinjenjima, kao i usled izraZene potrebe
za zastitom Zzivotne sredine od ostataka pesticida, dos-
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lo je do obnavljanja interesovanja za primenu bakteri-
ofaga u suzbijanju bolesti u savremenoj poljoprivredi.
Ovome su narodito doprinele i potencijalne prednosti
bakteriofaga kao bioloskih agenasa za suzbijanje bilj-
nih bolesti:

Fagi su prirodne komponente biosfere; oni se mogu
izolovati iz svakog mesta gde se bakterija nalazi, uklju-
¢ujuéi zemlju, vodu, biljke, Zivotinje, ¢ak i ljudsko telo
(Kutter i Sulakvelidze, 2005; Obradovié i sar., 2006).

UmnoZavaju se samo dok postoji bakterija-domadin
i brzo se razgraduju kada je doma¢in odsutan (Balogh,
2002; Kutter i Sulakvelidze, 2005).

Netoksi¢ni su i mogu se koristiti u situacijama kada
upotreba hemijskih jedinjenja nije dozvoljena, kao $to
je slu¢aj u organskoj proizvodnji (Balogh, 2002; Jones
isar., 2007).

Specifi¢ni su, elimini$u samo kompatibilnu bakteri-
ju, bez uticaja na ostale ¢lanove Zivotne sredine (Gasié i
sar., 2007). Ovo ukazuje na moguénost povezivanja fa-
ga sadrugim vidovima bioloske borbe, kao $to su bakte-
rije kompetitori ili antagonisti (Balogh, 2002; Svircev
isar., 2006).

Proizvodnja preparata faga ne zahteva visoke trosko-
ve kao ni posebnu opremu, a mogu se ¢uvati duzi niz go-
dina pri temperaturi 4°C bez znacdajnijeg gubitka efika-
snosti (Balogh, 2002; Jones i sar., 2007).

Ponovno interesovanje za terapiju fagima rezulti-
ralo je proucavanjem njihove efikasnosti u kontroli
Xanthomonas campestris pv. pruni prouzrokovaca bak-
teriozne pegavosti (reSetavosti) lista i rak-rana kosti-
¢avih vocaka. Civerolo i Kiel su 1969. godine, prime-
nom bakteriofaga sat vremena pre inokulacije bakte-
rijom X ¢ pv. pruni, umanjili intenzitet zaraze kros-
nje breskve na 22% u poredenju sa 58% na kontrolnim
biljkama. Saccardi i saradnici (1993) su izolovali 8 so-
jeva faga parazita X. c. pv. pruni, proutili njihovu liti¢-
ku sposobnost i izdvojili one sa najsirim spektrom dej-
stva. Njihovom primenom uspes$no su umanjili broj-
nost populacije navedenog patogena (Zaccardelli i sar.,
1992; Saccardi i sar., 1993). Tanaka i saradnici (1990)
uspeli su da umanje intenzitet zaraze duvana bakteri-
jom Ralstonia solanacearum primenom suspenzije avi-
rulentnog soja ove bakterije i faga patogenih za aviru-
lentne i virulentne sojeve R. solanacearum. Intenzitet
uvelosti biljaka tretiranih avirulentnim sojevima bak-
terije bio je 39,5%, a njihovom kombinacijom sa fagima
17,6%, dok je intenzitet simptoma u netretiranoj kon-
troli bio 95,8%. Ipak, nijedan od primera eksperimen-
talne primene faga nije zaZiveo u praksi zbog problema
promenljive efikasnosti.
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Teskoce u prakti¢noj primeni bakteriofaga

Intenziviranjem istrazivanja u cilju povecanja efika-
snosti primene bakteriofaga u praksi, istrazivadi su se
suotili sa brojnim preprekama (Jones i sar., 2008). Kao
faktori od presudnog znacaja za aktivnost faga namet-
nuli su se opstanak u razli¢itim uslovima spoljne sredine
i dospevanje u kontakt sa domacinom kako bi se zapo-
¢eo novi ciklus replikacije pre nego $to dode do inaketi-
vacije ¢estica faga. Ovako kompleksan uzajamni odnos
virus-bakterija, kao i interakcija sa okruzenjem, pred-
stavlja ozbiljnu prepreku uvodenju preparata na bazi
bakteriofaga u rutinsku upotrebu. Ovaj problem se de-
limi¢no moze rediti selekcijom i izborom perspektiv-
nih sojeva faga, prilagodenih preZivljavanju u razli¢i-
tim uslovima spoljne sredine, izraZene vitalnosti i sto-
pe replikacije.

Proucavanjem vitalnosti faga u iz vivo uslovima, na-
ro¢ito u zoni filosfere, ispostavilo se da na opstanak ¢e-
stica znadajno utice isusivanje i UV zracenje (Balogh i
sar., 2003). Praéenjem brojnosti populacije faga na po-
vrdini lista paradajza utvrdeno je da sunéevo zradenje
ima negativan efekat na vitalnost ¢estica faga, bilo dej-
stvom UV spektra (UV-A i UV-B 280-400 nm) ili isu-
$ivanjem vodenog filma neophodnog za kretanje faga i
kontakt sa domaéinom. Prilagodavanjem vremena apli-
kacije pokazalo se da se tretmanima u sumrak, pred za-
lazak sunca, moZe izbeéi negativan uticaj dnevnog sve-
tla i znadajno produziti opstanak faga, povecavajuéi
$anse za ostvarivanje kontakta sa bakterijom domadi-
nom (Jones i sar., 2002). Re$enje problema povecanja
vitalnosti faga i produZenja perzistentnosti na biljka-
ma potraZeno je i u razvoju formulacije faga (Balogh i
sar., 2003). Posle testiranja vise potencijalnih supstan-
ci, utvrdeno je da se efikasnost faga znacajno poveca-
va dodavanjem obranog mleka u prahu i saharoze ne-
posredno pre upotrebe suspenzije faga za folijarno tre-
tiranje paradajza (Balogh i sar., 2003, Obradovi¢ i sar.,
2004a). Ovim istrazivanjima pokazalo se da je boljim
poznavanjem biologije i ekologije, kao i podesavanjem
uslova, vremena i nadina primene, mogude unaprediti
efikasnost faga kao bioloskih agenasa za primenu u za-
stiti bilja (Obradovié i sar., 2004a, 2008c; Jones i sar.,
2007).

Razvoj rezistentnosti bakterija prema bakteriofagima
svakako je doprineo opstanku i rasprostranjenosti bak-
terija u prirodi. Ova vrsta prilagodljivosti je od izuzet-
nog znacaja za efikasnost faga u kontroli fitopatogenih
bakterija. U cilju prevazilaZenja eventualne pojave re-
zistentnih sojeva, Jackson (1989) je razvio nov pristup

primene faga za suzbijanje bakterioza u vidu mesavine
tzv. h-mutananta. H-mutanti su fagi koji poseduju spo-
sobnost da liziraju soj bakterije rezistentan prema mate-
rinskim fagima. Stoga, oni imaju $iri spektar domadina
u odnosu na materinske fage. Njihova primena provere-
na je u praksi u suzbijanju prouzrokovaca bakteriozne
pegavosti paradajza Xanthomonas perforans. Primenom
ovog metoda znacajno je unapredena efikasnost faga,
kako u staklari tako i u poljskim uslovima (Flaherty i
sar., 2000; Jones i sar., 2007, 2008).

Rezultati novijih istrazivanja
prakti¢ne primene faga u zastiti bilja

Rezistentnost nekih bakterija prema do sada pozna-
tim antibioticima, kao i nedostatak novih preparata
baktericidnog dejstva, rezultirali su pove¢anim intere-
sovanjem za terapiju fagima u polju humane medicine.
Uporedo, istrazivanja moguénosti primene bakteriofa-
ga u zastiti bilja dobijala su sve vedi zamah. Bolje pozna-
vanje njihove biologije i ekologije doprinelo je unapre-
denju efikasnosti njihove primene. Medutim, jo§ uvek
preovladuju eksperimentalni rezultati, dok su primeri
rutinske primene u praksi malobrojni.

Interesantan pristup primeni faga u suzbijanju
Erwinia amylovora, prouzrokovala bakteriozne pla-
menjace jabuke i kruske i drugih Rosaceae-a, razvijen
je u Kanadi poslednjih godina. Gill i saradnici (2003)
izolovali su 47 faga sposobnih da liziraju E. amylovora
i grupisali ih na osnovu morfologije plakova i spektra
domacdina. Osim $to su fagi odabirani po specifi¢nosti
prema sojevima fitopatogene bakterije, vriena je selekci-
jaipo kompatibilnosti sa saprofitskom vrstom Pantoca
agglomerans, koja takode poseduje i antagonisti¢ki po-
tencijal. Zatim je proucavana efikasnost faga sposob-
nih da parazitiraju Sirok spektar sojeva navedenog pa-
togena na cvastima kruske u laboratoriji kao i u prirod-
nim uslovima. Medutim, kao nov pristup u ovim istra-
zivanjima, soj P. agglomerans je kori$¢en kao vekror fa-
ga. Lititka aktivnost faga i dodatni antagonisticki efe-
kat P. agglomemm uspes$no su ostvarili zastitu tretira-
nih biljaka, efikasno$¢u koja se moze porediti sa efek-
tom streptomicina (Svircev i sar., 2006).

Osim pokusaja folijjarne primene bakteriofaga bilo
je i tretmana usmerenih na kontrolu bakterija prisut-
nih u rizosferi biljaka. Bakteriozna uvelost, prouzro-
kovana bakterijom R. solanacearum, predstavlja veo-
ma znadajno oboljenje paradajza (Momol i Pernezny,
2005). Odrzavanje patogena u zemlji$tu i Sirok spektar
domacina oteZavaju njegovo suzbijanje. Stoga je prouce-
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na moguénost primene bakteriofaga uno$enjem suspen-
zije u zonu korenovog sistema (Obradovié i sar., 2008b).
Problem ovog na¢ina primene je opasnost da bakterio-
fagi budu imobilisani biofilmom u supstratu, nepovrat-
no adsorbovani na povrsinu ¢estica supstrata, ili inak-
tivirani usled nepovoljne pH vrednosti supstrata (Gill
i Abedon, 2003). Da bi fagi ispoljili efikasnost u kon-
troli R. solanacearum bilo je neophodno proveriti nji-
hovu sposobnost odrzavanja u supstratu kao i mogué-
nost prodora i translokacije kroz biljno tkivo kako bi za-
tvorili puteve Sirenja bakeerije. Rezultati ovih istraziva-
nja pokazali su da posle zalivanja biljaka suspenzijom
faga, tokom dve nedelje uzorkovanja, fagi su uspeli da i
bez prisustva domadina zadrze brojnost populacije na
nivou koji se moze detektovati (Slika 3). Detekcija faga
u korenu i nadzemnim delovima biljaka paradajza uka-
zala je na sistemi¢nu prirodu, odnosno sposobnost pro-
dora i translokacije kroz biljno tkivo. Tretman fagimau
momentu inokulacije pokazao se najefektnijim u zastiti
paradajza ¢ak i u uslovima koji favorizuju bakteriju, tj.
veoma pogodnim za ostvarenje infekcije biljaka prou-
zrokovacem uvelosti (Obradovié i sar., 2008b).

U pogledu primene bakteriofaga u praksi, najdalje se
otislo njihovom integracijom u novu strategiju zastite
paradajza od bakteriozne pegavosti, i to u podrudjima
gde klima povoljno uti¢e na nastanak i razvoj ovog obo-
ljenja (Obradovié i sar., 2007b, 2008c). U takvim uslo-
vima zatita paradajza od bakteriozne pegavosti pred-
stavlja neresiv problem. Usled pojave novih rasa bakteri-
je Xanthomonas euvesicatoria i razvoja otpornosti ovog
patogena prema baktericidima, gajenje otpornih genoti-
povai primena preparata na bazi streptomicina ili bakra
ne obezbeduje zadovoljavajuéi efekat zaitite (Momol i
sar., 2002; Obradovié i sar., 2004c). Stoga su zapodeta
proucavanja moguénosti primene bioloskih agenasa, su-
perparazita i antagonista navedenog patogena, bakteri-
ja stimulatora rasta biljaka i hemijskih supstanci aktiva-

Translokacija faga u biljnom tkivu
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Dani posle primene

Slika 3. Fag RS52. Translokacija faga u tkivu biljaka
paradajza (Obradovi¢ i sar., 2008a)
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tora sistemi¢ne otpornosti, u cilju integracije njihovih
pozitivnih efekata u jedinstvenu i odrZivu strategiju za-
Stite. Na osnovu ranije ispoljene zadovoljavajuée efika-
snosti u cksperimentima u staklari, tretmani bakterio-
fagima i aktivatorima otpornosti (acibenzolar-S-metil
i harpin), kao i njihove medusobne kombinacije, oda-
brani su za dalja istraZivanja u polju.

Jo$ u ogledima u za$ti¢enom prostoru uoéen je do
tada nezabelezen pozitivan efekat integracije tretma-
na fagima i aktivatorima otpornosti (Obradovié i sar.,
2005). Primenom acibenzolar-S-metila, u biljkama pa-
radajza starosti $est nedelja doslo je do aktiviranja ot-
pornosti prema patogenu do nivoa hipersenzitivnosti.
U uslovima veoma povoljnim za ostvarenje infekcije i
pri visokoj koncentraciji inokuluma (108 bakterija/ml),
to je imalo za posledicu vidljive nekroze biljnog tkiva
na mestima prodora bakterija, podseéajuéi na simpto-
me prirodne infekcije. Iako je ovim dalje $irenje pato-
gena na tretiranim biljkama bilo zaustavljeno, nekroza
tkiva je umanjila asimilativnu povrinu li§¢a i mogla je
da uspori normalan rast i razvoj biljaka. Takva reakcija
biljaka u polju, prijatem intenzitetu zaraze, prouzroko-
vala bi dodatne negativne efekte i stoga je bilo potrebno
naéi natin da se nivo otpornosti biljaka zadrzi ali da se
smanji intenzitet njenog pobudivanja i izbegne pojava
nekroze tkiva. Kombinacija tretmana aktivatora otpor-
nosti i bakteriofaga donela je resenje nastalog problema.
Ispostavilo se da su bakteriofagi uspesno smanjili popu-
laciju bakterija na povrsini li$¢a umanjujudi i broj pro-
dora patogena kroz prirodne otvore, a samim tim i in-
tenzitet reakcije biljke ¢ija je otpornost pobudena pre-
paratom acibenzolar-S-metil.

Naredni eksperimenti su izvedeni na oglednim po-
ljima Florida Univerziteta, u uslovima suptropske kli-
me, izuzetno povoljnim za pojavu bakteriozne pegavo-
sti. Rezultati ogleda izvedenih u staklari (Obradovi¢
i sar., 2005) i tokom tri sezone na polju (Obradovi¢ i
sar., 2004a), ukazali su da primena selekcionisanih so-
jeva bakteriofaga, formulisanih obranim mlekom i sa-
harozom, u kombinaciji sa aktivatorima sistemi¢ne ot-
pornosti biljaka, pruza efikasnu zastitu paradajza ¢ak
i u uslovima suptropske klime. Navedena istrazivanja
doprinela su da tretman bakteriofagima, integrisan sa
drugim merama zastite, postane deo standardnog pro-
grama integralne zastite paradajza od bakteriozne pe-
gavosti na poljima Floride i juznih SAD, §to predstav-
lja prvi prakti¢an primer rutinske primene bakteriofa-
ga u zastiti bilja u svetu (Momol i sar., 2005; Jones i sar.,

2007; Obradovié i sar., 2008c).
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ZAKLJUCAK

Suzbijanje fitopatogenih bakterija predstavlja veli-
ki izazov u poljoprivrednoj praksi, naro¢ito u uslovi-
ma povoljnim za nastanak i $irenje infekcije. U nedo-
statku efikasnih baktericida, spre¢avanje pojave i Sirenje
bakterioza bilja moZe se posti¢i jedino integracijom po-
zitivnih efekata razli¢itih metoda zastite, medu kojima
bioloske mere sve vi$e dobijaju na znadaju.

Od malobrojnih bioloskih agenasa koji su nasli pri-
menu u praksi veliku paznju u poslednje vreme pri-
vlace virusi koji parazitiraju bakterije tj. bakteriofagi.
Rezistentnost nekih bakterija prema do sada poznatim
antibioticima, kao i nedostatak novih preparata bakte-
ricidnog dejstva, rezultirali su pove¢anim interesova-
njem za terapiju fagima. Osim toga, bolje poznavanje
njihove biologije i ekologije doprinelo je unapredenju
efikasnosti njihove primene.

Istrazivanja mogucnosti primene bakteriofaga i ak-
tivatora sistemicne otpornosti rezultirala su integraci-
jom njihovih pozitivnih efekata u jedinstvenu i odrzi-
vu strategiju zastite paradajza od bakteriozne pegavo-
sti. Primena selekcionisanih sojeva bakteriofaga, for-
mulisanih obranim mlekom i saharozom, u kombina-
ciji sa aktivatorima otpornosti biljaka, obezbedila je efi-
kasnu zastitu paradajza ¢ak i u uslovima izuzetno po-
voljnim za pojavu bolesti. Ova kombinacija tretmana
postala je deo standardnog programa zastite paradaj-
zau SAD i tako pokazala da se bakteriofagi mogu us-
pesno koristiti kao bioloski agensi u zastiti bilja od pa-
togenih bakterija.
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Bacteriophages as Bactericides
in Plant Protection

SUMMARY

Control of plant pathogenic bacteria is a serious problem in production of many agri-

cultural crops. High multiplication rate, adaptability and life inside plant tissue make bacte-
ria unsuitable and inaccessible for most of control measures. Consequently, the list of bac-
tericides available for plant protection is very short. Lately, biological control measures have
been intensively studied as a potential solution of the problem. Investigation of bacteri-
ophages, viruses that attack bacteria, is a fast-expanding area of research in plant protec-
tion. Several experiments have shown that they can be used as a very efficient tool for con-
trol of plant pathogenic bacteria. The fact that they are widespread natural bacterial ene-
mies, simple for cultivation and management, host-specific, suitable for integration with
other control practices, human and environment friendly, provide a great advantage for the
application of phages over other bactericides.

Keywords: Plant pathogenic bacteria; Bacteriophages; Bactericides; Biological control;
Integrated disease management
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