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Bakteriofagi predstavljaju posebnu grupu virusa čiji su domaćini bakterije. Usled ne-

dostatka efikasnih baktericida i pojave rezistentnih sojeva bakterija prema većini do 

sada korišćenih antibiotika, primena faga kao bioloških agenasa u kontroli bolesti 

prouzrokovanih fitopatogenim bakterijama, dobija sve veći značaj. Zahvaljujući izra-

ženoj specifičnosti, fagi se osim za suzbijanje koriste i za diferencijaciju srodnih vr-

sta fitopatogenih bakterija. U ovom radu izolovano je 25 faga specifičnih prema vrsti 

Xanthomonas euvesicatoria, prouzrokovaču bakteriozne pegavosti paprike. Fagi su 

izolovani iz uzoraka zemljišta, vode i semena paprike poreklom iz različitih lokaliteta 

u Srbiji. Pored faga izolovanih u Srbiji, proverena je specifičnost 53 soja dobijenih iz 

kolekcije Univerziteta u Floridi i izdvojen set faga koji se mogu koristiti u  diferenci-

jaciji vrsta X. euvesicatoria, X. perforans, X. vesicatoria i X. gardneri.
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REZIME

UVOD

Bakteriofagi ili jednostavnije fagi pred-

stavljaju posebnu grupu virusa koji inficiraju 

bakterijsku ćeliju. Oni spadaju u najbrojnije 

mikroorganizme na planeti, koji sa bakterija-

ma koevoluiraju unazad 3 - 4 milijarde godina; 

procenjuje se da ih ima oko 1032 (Hanlon, 2007). 

Bakteriofagi se mogu naći na svim mestima gde 

i bakterije, uključujući zemljište, vodu, bilj-

ke, životinje (Adams, 1959; Woods i sar., 1981; 

Obradović i sar., 2006; Gašić i sar., 2011) i čoveka 

(Osawa i sar., 1981). 

Životni ciklus bakteriofaga može biti li-

tički i lizogeni. Litički odnos karakteriše se brzim 

umnožavanjem faga u bakterijskoj ćeliji nakon 

ubacivanja nukleinskog materijala i oslobađa-

njem novih faga posle lizisa, odnosno raspada-

nja bakterijske ćelije. Lizogeni odnos ostvaruje 

umereni fag, koji se u inficiranoj ćeliji zadržava 
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u obliku svoje nukleinske kiseline ugrađene u 

bakterijski hromozom (profag), i tako se prenosi 

deobom na potomstvo bakterije.

Iako su bakteriofagi najbrojniji biološ-

ki agensi na planeti, njihov opstanak u prirodi 

umnogome zavisi od uticaja različitih faktora 

spoljne sredine (Balogh i sar., 2007). Gill i Abe-

don (2003) su saopštili da rizosfera predstavlja 

povoljniju sredinu za opstanak faga u poređenju 

sa filosferom, s obzirom da su fagi češće izolovani 

iz te sredine i mogu duže vremena preživeti u ze-

mljištu nego na lisnoj površini. Međutim, brzina 

širenja faga kroz neujednačeni sastav zemljišta je 

niska i promenljiva usled promene nivoa slobod-

ne vode. Pored toga, fagi mogu biti imobilisani 

biofilmom u supstratu (Storey i Ashbolt, 2001) 

kao i adsorbovani od strane zemljišnih čestica, 

posebno gline (Williams i sar., 1987). Niska pH 

vrednost supstrata takođe može izazvati inakti-

vaciju faga (Sykes i sar., 1981). U filosferi, glavni 

ograničavajući faktori za opstanak faga su ultra-

ljubičasto zračenje (UV zračenja) i isušivanje (Gill 

i Abedon, 2003). Takođe, visoka temperatura, 

visoka ili niska pH vrednost i osmotski pritisak 

utiču na inaktivaciju faga na površini listova bilj-

ke (Iriarte i sar., 2007).

Od otkrića, početkom dvadesetog veka, 

fagi su proučavani u cilju kontrole bolesti iza-

zvanih bakterijama, uključujući i bolesti bilja-

ka. Međutim, interesovanje za primenu faga 

kao bioloških agenasa posebno je intenzivirano 

poslednjih godina, s pojavom sojeva bakterija re-

zistentnih prema jedinjenjima bakra i antibioti-

cima (Marco i Stall, 1983; Minsavage i sar., 1990; 

Thayer i Stall, 1961). Od 1990-ih terapija fagima 

se pokazala efikasnom u suzbijanju različitih 

bolesti prouzrokovanih bakterijama roda Xant-

homonas: bakteriozne pegavosti paradajza (Fla-

herty i sar., 2000; Balogh i sar., 2003; Obradović 

i sar., 2004a, 2005), bakteriozne pegavosti bres-

kve (Civerolo i Keil, 1969; Saccardi i sar., 1993), 

bakteriozne pegavosti muškatle (Flaherty i sar., 

2001), bakteriozne plamenjače oraha (McNeil i 

sar., 2001), lisne plamenjače crnog luka (Lang i 

sar., 2007) i bakterioznog raka i pegavosti citrusa 

(Balogh i sar., 2008).

Pored primene u suzbijanju bolesti iza-

zvanih bakterijama, bakteriofagi su korišćeni i 

u drugim oblastima fitopatologije. Zahvaljuju-

ći visokoj specifičnosti odnosa virus – bakterija 

domaćin, fagi su omogućili razlikovanje srodnih 

vrsta fitopatogenih bakterija kao i rasa ili patoge-

nih varijeteta iste bakterijske vrste i tako značaj-

no doprineli klasifikaciji i identifikaciji patoge-

nih bakterija (Klement i sar., 1990; Arsenijević, 

1997). Identifikacija bakterija korišćenjem faga je 

jednostavna, brza i efikasna u poređenju sa dru-

gim konvencionalnim metodama, s obzirom da 

je potreban relativno kratak period (18-24 h in-

kubacije) da bi se očitali rezultati, odnosno for-

mirali plakovi kao znak pozitivne reakcije.

Bakteriozna pegavost prouzrokovana 

Xanthomonas vrstama, X. euvesicatoria, X. 

vesicatoria, X. perforans i X. gardneri (Jones i 

sar., 2004), spada u red ekonomski najznačaj-

nijih bolesti paprike i paradajza u svetu, poseb-

no u uslovima tropske i suptropske klime. Do 

sada je u svetu opisano 11 fizioloških rasa bak-

terije Xanthomonas euvesicatoria, od kojih je 

u našoj zemlji prisutno četiri (P1, P3, P7, P8), a 

rasa P8 je najzastupljenija (Ignjatov i sar., 2012). 

X. euvesicatoria nalazi se na A2 EPPO karan-

tinskoj listi (European and Mediterranean Plant 

Protection Organization), kao i na A2 listi ka-

rantinski štetnih organizama Republike Srbije. 

U agroekološkim uslovima Srbije prouzrokovač 

bakteriozne pegavosti paprike X. euvesicatoria 

redovno se pojavljuje i pričinjava značajne štete, 

naročito tokom vlažnog i toplog vremena (Balaž, 

1994; Obradović i sar., 1997, 1999, 2000a, 2000b, 

2001). 

Imajući u vidu heterogenost populacije 
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Xanthomonas spp. patogena paprike i paradajza 

(Jones i sar., 2004) kao i njihovo prisustvo i štet-

nost, naročito u proizvodnji paprike u nas (Obra-

dović i sar., 2004b), utvrđivanje prisustva speci-

fičnih bakteriofaga u rejonima gajenja paprike u 

Srbiji i proučavanje mogućnosti njihove primene 

u suzbijanju patogena imalo bi višestruk značaj. 

Stoga je cilj rada bio utvrđivanje prisustva i ra-

sprostranjenosti bakteriofaga specifičnih prema 

vrsti X. euvesicatoria, izolacijom iz različitih 

supstrata, dok bi se proverom litičke aktivnosti 

i specifičnosti faga utvrdila mogućnost njihove 

primene u diferencijaciji vrsta roda Xanthomo-

nas, parazita paprike i paradajza.

MATERIJAL I METODE

U istraživanjima je korišćeno 3 soja bak-

terije Xanthomonas euvesicatoria KFB1, KFB 

13 i KFB 189, zatim vrsta Xanthomonas vesica-

toria soj KFB 29, Xanthomonas perforans soj 

KFB 061,  Xanthomonas gardneri soj KFB 0116. 

Sojevi bakterija čuvani su pri temperaturi –80ºC 

u podlozi od hranljivog bujona sa 30% glicero-

la. Bakterijske kulture su održavane periodič-

nim presejavanjem na standardnu bakteriološku 

podlogu hranljivi agar (HA, agar 18,0 g, hranljivi 

bujon 23,0 g, destilovana voda 1,0 l). Pri izvođe-

nju ogleda korišćene su kulture bakterija gajene 

24 h na HA pri temperaturi 27ºC u termostatu. 

Za proučavanje aktivnosti faga u in vitro 

uslovima korišćena je polučvrsta hranljiva pod-

loga sa kvaščevim ektraktom (Nutrient agar ye-

ast extract medium, NYA) (0,8% hranljivi bujon, 

0,6% agar, 0,2% kvaščev ekstrakt) ili hranljivi 

bujon kao tečna podloga. 

Izolacija bakteriofaga iz različitih

prirodnih supstrata

Tokom 2005, 2007. i 2008. godine priku-

pljeni su uzorci za izolaciju bakteriofaga sa više 

lokaliteta u Srbiji. Kao materijal za izolaciju spe-

cifičnih faga korišćene su obolele biljke paprike 

sa izraženim simptomima bakteriozne pegavosti 

(3 uzorka), zatim zemljište uzeto neposredno is-

pod zaraženih biljaka (25 uzoraka), voda iz bu-

nara (4 uzorka) kao i seme paprike za setvu (4 

uzorka). Izolacija faga vršena je na dva načina: 

metodom direktne izolacije i metodom obogaći-

vanja supstrata.

Metodom direktne izolacije faga obrađe-

ni su uzorci zemljišta iz zone korenovog sistema 

paprike. Oko 200 g zemljišta potopljeno je u 200 

ml 0,01 M magnezijum-sulfatnog rastvora u la-

boratorijskoj čaši i nakon kraćeg mešanja na ma-

gnetnoj mešalici inkubirano preko noći pri sob-

noj temperaturi. Sutradan, pažljivo je odlivena 

tečna faza i nakon centrifugiranja pri 12 000 g u 

trajanju 10 min, supernatant je pipetom prenet u 

sterilne staklene kolbe. Zatim je dodat hloroform 

(10:1 v/v) i nakon sat vremena tretiranja, u ste-

rilne mikroepruvete izdvojena je gornja faza sus-

penzije u kojoj se očekuje prisustvo faga i dalje 

čuvana u frižideru pri temperaturi 4°C, zaštićena 

od svetlosti. 

Metoda obogaćivanja supstrata (Carlson, 

2005; Balogh, lična komunikacija) omogućava 

selektivno umnožavanje bakteriofaga specifič-

nih prema bakteriji domaćinu koja se dodaje 

supstratu sa podlogom. Na taj način se, pove-

ćanjem koncentracije  omogućava uspešnija 

detekcija i izolacija faga. Prilikom izolacije faga 

ovom metodom, za obogaćivanje supstrata ko-

rišćeni su sojevi X. euvesicatoria KFB1, KFB13 i 

KFB 189, izolovani iz paprike poreklom iz Srbije. 

U prvoj fazi izolacije faga u kolbu koja sadrži 50 

ml hranljivog bujona i 2,5 g CaCO3 dodato je 5 

ml indikator bakterije suspendovane u sterilnoj 

česmenskoj vodi i odgovarajuća količina uzorka, 

10 g zemljišta, 5 g biljnog tkiva ili 50 ml vode. 

Suspenzije su postavljene na rotacionu mešalicu 

u termostat pri 27°C, tokom 24 h. Nakon inkuba-
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cije, vršena je ekstrakcija faga centrifugiranjem 

1 ml obogaćene suspenzije 5 min na 16 000 g, 

kako bi se otklonili ostaci podloge i bakterijskih 

ćelija. Supernatant je prenet u nove sterilne mi-

kroepruvete i tretiran hloroformom (10:1 v/v) u 

trajanju 20 min, uz povremeno mešanje. Posle 

taloženja, gornja faza suspenzije izdvojena je u 

nove sterilne mikroepruvete, koje su potom obe-

ležene i čuvane pri temperaturi 4°C, zaštićene od 

svetlosti, do upotrebe.

Provera prisustva bakteriofaga

Prisustvo specifičnih faga u uzorcima pro-

vereno je na osnovu formiranja plakova u podlo-

zi kao znak aktivnosti faga prema kompatibilnoj 

bakteriji domaćinu. U ogledu su kao domaćini 

korišćeni sojevi X. euvesicatoria KFB 1, KFB 13 

i KFB 189. Na dno prazne Petri kutije naneto je 

po 100 µl bakterijske suspenzije pripremljene u 

0,01 M magnezijum–sulfatnom rastvoru i doda-

ta odgovarajuća količina NYA podloge, ohlađene 

do temperature 46 – 50°C, tako da prekrije dno. 

Bakterijska suspenzija i podloga izmešane su ho-

rizontalnim kružnim pokretima Petri kutije ne-

koliko puta. Po očvršćavanju podloge, naneto je 

po 10 µl suspenzije uzorka na površinu podloge i 

nakon 24 - 48 h inkubacije u termostatu, posma-

trana je pojava  plakova na mestu nanošenja kapi 

suspenzije.

Prečišćavanje bakteriofaga

Pri izolaciji faga iz prirodne sredine, mora 

se imati u vidu da se populacija faga može sasto-

jati iz više sojeva specifičnih prema istom doma-

ćinu (Mullan, 2001). Različiti fagi mogu se izdvo-

jiti procesom prečišćavanja na osnovu izgleda 

plakova u podlozi. 

Kako bi se dobili pojedinačni plakovi u 

podlozi, suspenzija faga je razređena u sterilnoj 

česmenskoj vodi u odnosu 1:10. Na dno prazne 

Petri kutije naneto je 100 µl suspenzije kompati-

bilnog soja X. euvesicatoria pripremljene u ste-

rilnoj česmenskoj vodi i 100 µl suspenzije faga 

određenog razređenja. Zatim je dodata odgova-

rajuća količina prohlađene (48°C) NYA podloge 

tako da prekrije dno. Suspenzije i podloga su iz-

mešane kružnim pokretima Petri kutije nekoliko 

puta, kako bi se postigla ravnomerna distribucija 

bakterija i faga u podlozi. Nakon očvršćavanja 

podloge, Petri kutije su postavljene u termostat 

pri 27°C i po isteku 24 h inkubacije posmatrana 

je pojava i izgled pojedinačnih plakova. 

Prečišćavanje faga vršeno je kroz tri serije, 

iz pojedinačnih, morfološki identičnih plakova. 

Sterilnom čačkalicom odvojen je deo plaka sa 

podlogom i resuspendovan u 100 µl sterilne de-

stilovne vode u mikroepruveti. Nakon mešanja 

pomoću tresilice pri maksimalnom broju obra-

taja u trajanju od nekoliko sekundi, napravljena 

su još dva razređenja u odnosu 1:10 u sterilnoj 

destilovanoj vodi. Po 100 µl suspenzije faga sva-

kog razređenja i 100 µl suspenzije kompatibilnog 

soja bakterije u 0,01 M magnezijum–sulfatnom 

rastvoru, zasejano je u NYA podlozi na prethono 

opisan način. Nakon 24 h inkubacije u termosta-

tu posmatrani su formirani plakovi. Postupak je 

ponovljen još dva puta izborom iste forme pla-

kova.

	 Po završetku procesa prečišćavanja, 

kada su svi plakovi u Petri kutiji bili ujednačene 

forme, podloga iz kutije sa najvećom koncentra-

cijom faga preneta je u sterilnu laboratorijsku 

čašu i usitnjena u 10 – 15 ml sterilne destilova-

ne vode, kako bi usitnjeni agar poprimio tečnu 

formu. Čitav sadržaj je zatim centrifugiran 20 

min na 8 000 g kako bi se uklonili ostaci ćelija 

i podloge, nakon čega je supernatant odliven u 

sterilnu staklenu posudu i tretiran hloroformom 

(10:1 v/v). Nakon taloženja tokom 1 h, sterilnom 

pipetom odvojena je gornja, bistra faza u kojoj se 

nalaze fagi u sterilnu posudu od tamnog stakla 

i nakon provere titra čuvana na 4°C. Očekivana 
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koncentracija faga u ovoj suspenziji iznosi oko 

109 PFU/ml.

Određivanje titra bakteriofaga

	 U cilju određivanja titra prečišćene sus-

penzije faga, napravljeno je deset razređenja sus-

penzije faga u odnosu 1:10, u sterilnoj česmenskoj 

vodi. Na dno prazne Petri kutije naneto je 100 µl 

suspenzije kompatibilnog soja X. euvesicatoria, 

pripremljene u sterilnoj česmenskoj vodi i 100 µl 

suspenzije faga određenog razređenja. Zatim je 

dodata odgovarajuća količina NYA podloge ohla-

đene do 48°C, tako da prekrije dno. Suspenzije 

i podloga izmešane su kružnim pokretima Petri 

kutije nekoliko puta i nakon očvršćavanja podlo-

ge, postavljene su u termostat na 27°C. Nakon 24 

h inkubacije, posmatrani su plakovi u podlozi. 

Na osnovu broja formiranih plakova u određe-

nim razređenjima, vršeno je izračunavanje titra 

faga izraženog u broju formiranih plakova po ml 

suspenzije (plaque forming units/ml, PFU/ml) 

(Klement i sar., 1990). 

Umnožavanje i čuvanje bakteriofaga

Kako bi se dobila suspenzija faga visokog 

titra i time omogućilo korišćenje faga u in vitro 

i in vivo eksperimentalnim uslovima, vršeno je 

njihovo umnožavanje. Fagi su umnoženi u kul-

turi bakterije domaćina gajenoj u hranljivom 

bujonu. Kompatibilni soj X. euvesicatoria KFB 

189 zasejan je u 100 ml hranljivog bujona. U ek-

sponencijalnoj fazi porasta, pri koncentraciji 108 

CFU/ml (OD600 = 0,3), dodata je odgovarajuća 

količina faga tako da odnos broja čestica faga i 

ćelija bakterije bude oko 1:10 (multiplicity of in-

fection, MOI = 0,1). Kolbe su zatim postavljene 

u laminarnu komoru tokom 5 min, a zatim na 

rotacionu mešalicu u termostat na 150 rpm pri 

temperaturi 27°C. Po isteku 19 h inkubacije do-

dato je 10 ml hloroforma (10:1 v/v) i uz postepe-

no mešanje vršeno je tretiranje tokom 0,5 – 1 h. 

Zatim je pažljivo izdvojena gornja faza u zatam-

njenu sterilnu bocu i nakon provere titra čuvana 

pri temperaturi 4°C. Ovom metodom se obezbe-

đuje titar faga oko 1010 PFU/ml.

Za čuvanje faga u kolekciji na duži vre-

menski period, 100 µl suspenzije faga i 100 µl 

suspenzije bakterije domaćina pomešano je u 

sterilnoj mikroepruveti. Nakon 5 min, tokom 

kojih je došlo do adsorpcije faga na površinu 

bakterijske ćelije, suspenzija je pipetom preneta 

u krioepruvetu sa 2 ml podloge od hranljivog bu-

jona i 30% glicerola i čuvana pri – 80°C.

Diferencijacija sojeva Xanthomonas spp.

bakteriofagima

Zahvaljujući saradnji sa kolegama sa Uni-

verziteta u Floridi (SAD), Laboratorije za fitobak-

teriologiju, Odseka za biljnu patologiju, dobijeno 

je 53 soja faga iz njihove kolekcije. Proučena je 

specifičnost ovih sojeva prema različitim vrsta-

ma roda Xanthomonas, patogena paradajza i pa-

prike u cilju izdvajanja seta faga na osnovu kojih 

se može na brz i efikasan način izvršiti diferen-

cijacija bakterija X. euvesicatoria, X. vesicatoria, 

X. perforans i X. gardneri. 

Na dno prazne Petri kutije naneto je po 

100 µl suspenzije svakog soja bakterije u sterilnoj 

česmenskoj vodi i dodata prohlađena NYA pod-

loga. Po očvršćavanju, pipetom je na površinu 

podloge naneto po 4 µl suspenzije faga. Nakon 24 

h inkubacije u termostatu pri temperaturi 27°C, 

posmatrana je pojava plakova. Test je urađen u 

tri ponavljanja.

REZULTATI

Izolacija bakteriofaga iz prirodnih supstrata

U cilju izolacije specifičnih bakteriofa-

ga prikupljeni su uzorci zemljišta, vode, seme-

na paprike, kao i biljaka paprike sa izraženim 

simptomima bakteriozne pegavosti. Bakteriofagi 



67 Katarina Ga{i} i sar.

specifični za X. euvesicatoria, izolovani su meto-

dom direktne izolacije i metodom obogaćivanja 

supstrata, iz 25 od ukupno 36 testiranih uzoraka. 

Dvadeset dva soja faga potiču iz zemljišta, dva 

soja su poreklom iz semena paprike i jedan soj iz 

vode, dok iz biljaka paprike sa simptomima bak-

teriozne pegavosti nisu izolovani fagi (Tabela 1). 

Uspešnost izolacije iznosila je oko 70%. 

Provera prisustva i čuvanje bakteriofaga

Prisustvo faga u uzorcima utvrđeno je po-

javom plakova, tj. prosvetljenih zona kružnog 

oblika nastalih usled lizisa bakterijskih ćelija, u 

hranljivoj podlozi nakon 24 – 48 h inkubacije u 

termostatu pri temperaturi 27°C (Slika 1). Svi izo-

lovani fagi ispoljili su litičku aktivnost prema so-

jevima X. euvesicatoria KFB1, KFB 13 i KFB 189. 

Nakon prečišćavanja faga kroz tri serije iz pojedi-

načnih, morfološki identičnih plakova, dobijena 

je identična forma plakova u podlozi (Slika 2). 

Koncentracija faga nakon prečišćavanja iznosila 

je oko 109 PFU/ml. Prečišćeni fagi umnoženi su 

do koncentracije oko 1010 PFU/ml u kulturi bak-

terija u hranljivom bujonu i čuvani pri tempera-

turi 4°C, zaštićeni od svetlosti.

Vitalnost faga proverena je i nakon godi-

nu dana čuvanja u podlozi od hranljivog bujona 

sa 30% glicerola, zajedno sa bakterijom doma-

ćinom, pri temperaturi −80°C. Svi sojevi faga 

uspešno su revitalizovani.

Tabela 1. Izolovani sojevi bakteriofaga. 
Table 1. Bacteriophage strains.

Šifra soja Supstrat Lokalitet Godina izolacije

KФ 1 Zemljište Družetić 2005

KФ 2 Seme paprike Medveđa 2007

KФ 3 Zemljište Medveđa 2007

KФ 4 Voda iz bunara Medveđa 2007

KФ 5 Zemljište Brus 2007

KФ 6 Seme paprike Medveđa 2007

KФ 7 Zemljište Medveđa 2007

KФ 8 Zemljište Brus 2007

KФ 9 Zemljište Despotovo 2008

KФ 10 Zemljište Despotovo 2008

KФ 11 Zemljište Horgoš 2008

KФ 12 Zemljište Horgoš 2008

KФ 13 Zemljište Despotovo 2008

KФ 14 Zemljište Bačka Palanka 2008

KФ 15 Zemljište Tovariševo 2008

KФ 16 Zemljište Bašaid 2008

KФ 17 Zemljište Senta 2008

KФ 18 Zemljište Kikinda 2008

KФ 19 Zemljište Novi Kneževac 2008

KФ 20 Zemljište Gospođinci 2008

KФ 21 Zemljište Gospođinci 2008

KФ 22 Zemljište Gložan 2008

KФ 23 Zemljište Gložan 2008

KФ 24 Zemljište Pivnice 2008

KФ 25 Zemljište Silbaš 2008
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Slika 1. Bakteriofagi specifični prema X. euvesicatoria. 
Formirani plakovi u NYA podlozi ukazuju na prisustvo 
bakteriofaga.

Figure 1. Bacteriophages specific to X. euvesicatoria. 
Plaques formation in NYA medium indicates the presence of 
bacteriophages.

Slika 2. Bakteriofagi specifični prema X. euvesicatoria. Ujed-
načena forma plakova nakon prečišćavanja bakteriofaga.

Figure 2. Bacteriophages specific to X. euvesicatoria. 
Uniformity of plaques obtained after procedure of phage 
purification.

Diferencijacija sojeva Xanthomonas spp.

bakteriofagima

Proučavanjem 53 soja faga dobijenih iz 

kolekcije Univerziteta u Floridi, utvrđena je litič-

ka aktivnost 21 soja faga prema najmanje jednom 

soju X. euvesicatoria (Tabela 2). Dvanaest sojeva 

faga liziralo je sva tri soja X. euvesicatoria KFB 1, 

KFB 13 i KFB 189. Jedan soj (KØ 050) ispoljio je 

specifičnost prema P8 fiziološkoj rasi X. euvesi-

catoria, s obzirom da je lizirao samo sojeve KFB 1 

i KFB 189. Fagi KØ 034 i KØ 037 ispoljili su speci-

fičnost prema rasi P7, lizirajući X. euvesicatoria 

soj KFB 13. Sedam sojeva faga bilo je specifično 

prema X. perforans soju KFB 061. Među prou-

čavanim fagima izdvojena su dva soja, KØ 018 i 

KFB 040, koji su ispoljili aktivnost prema vrsta-

ma X. euvesicatoria i X. perforans.

 Na osnovu uočene specifičnosti, izdvo-

jena su četiri soja faga koji se mogu koristiti za 

diferencijaciju sojeva Xanthomonas spp. (Tabela 

3). Soj faga KØ 050 može se upotrebiti za dife-

rencijaciju sojeva X. euvesicatoria rase P8 od 

ostalih Xanthomonas spp. Soj faga KØ 034 omo-

gućava razlikovanje X. euvesicatoria, rase P7 od 

rase P8 istog patogena kao i od ostalih Xantho-

monas spp. Za diferencijaciju X. euvesicatoria i 

X. perforans od ostalih Xanthomonas spp. može 

se upotrebiti fag KØ 040, dok se za diferenci-

jaciju X. perforans može koristiti soj KØ 053. 

Ukoliko nijedan od izabranih faga nije ispoljio 

aktivnost prema testiranom soju bakterije, može 

se zaključiti da se radi o vrstama X. vesicatoria 

ili X. gardneri. Treba napomenuti da se umesto 

sojeva faga koji su navedeni u Tabeli 3, za dife-

rencijaciju Xanthomonas spp. može koristiti bilo 

koji soj iz proučavane inostrane kolekcije faga sa 

istim spektrom domaćina (Tabela 2).

Za diferencijaciju sojeva X. euvesicatoria 

od ostalih Xanthomonas spp., mogu se koristiti 

i fagi izolovani u ovom radu, s obzirom da su svi 

sojevi ispoljili specifičnost prema vrsti X. euve-

sicatoria.
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Tabela 2. Specifičnost bakteriofaga poreklom iz SAD prema Xanthomonas spp.
Table 2. Specificity of bacteriophages from USA to Xanthomonas spp.

X. euvesicatoria X. euvesicatoria X. euvesicatoria X. vesicatoria X. perforans X. gardneri

KФ KFB 1 KFB 13 KFB 189 KFB 29 KFB  061 KFB 0116
01 - - - - - -
02 - - - - - -
03 - - - - - -
04 + - - - - -
05 - - - - - -
06 - - - - - -
07 + - - - - -
08 + - - - - -
09 - - - - - -
010 - - - - - -
011 - - - - - -
012 - - - - - -
013 - - - - + -
014 - - - - + -
015 - - - - - -
016 - - - - - -
017 - - - - + -
018 + - - - + -
019 - - - - + -
020 - - - - + -
021 - - - - + -
022 - - - - - -
023 - - - - - -
024 - - - - - -
025 + + + - - -
026 + + + - - -
027 + + + - - -
028 + + + - - -
029 + + + - - -
030 + + + - - -
031 - - - - - -
032 + + + - - -
033 + + + - - -
034 - + - - - -
035 + + + - - -
036 + + + - - -
037 - + - - - -
038 + + + - - -
039 + + + - - -
040 - + + - + -
041 - - - - - -
042 - - - - - -
043 + - - - - -
044 - - - - - -
045 - - - - - -
046 - - - - - -
047 - - - - - -
048 - - - - - -
049 - - - - - -
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DISKUSIJA

Poslednjih godina, proučavanje bakterio-

faga sve više privlači pažnju istraživača.  Ekspe-

rimentalno je pokazano da se fagi sa visokom 

efikasnošću mogu koristiti kao biološki agensi 

(Jones i sar., 2007). Činjenice da su opšte raspro-

stranjeni prirodni neprijatelji bakterija, jedno-

stavni za gajenje i održavanje, specifični prema 

domaćinu, pogodni za integraciju sa drugim me-

rama zaštite, bezopasni po čoveka i druge činioce 

biosfere, daju im značajnu prednost nad drugim 

sredstvima baktericidnog dejstva. Osim toga, od 

ranije je poznato da se bakteriofagi mogu kori-

stiti u detekciji, identifikaciji i klasifikaciji fito-

patogenih bakterija, imajući u vidu njihovu vi-

soku specifičnost prema pojedinim bakterijskim 

sojevima.

U ovom radu izolovano je 25 sojeva faga 

(Tabela 1) specifičnih prema vrsti Xanthomonas 

euvesicatoria, prouzrokovaču bakteriozne pega-

vosti paprike. Bakteriofagi su, metodom direk-

tne izolacije i metodom obogaćivanja supstrata, 

izolovani iz uzoraka zemljišta na kome je gaje-

na paprika, kao i iz vode korišćene za zalivanje 

paprike i iz semena paprike za setvu. Uspešnost 

izolacije faga iznosila je oko 70%. Većina izolova-

nih faga potiče iz zemljišta u neposrednoj blizini 

korena zaraženih biljaka, dok izolacija iz neko-

liko uzoraka obolelih biljaka paprike nije bila 

uspešna. Na probleme prilikom izolacije faga iz 

filosfere ukazali su i drugi autori (Okabe i Goto, 

1963; Erskine, 1973; Flaherty i sar, 2001; Gill i 

sar., 2003). Ova pojava može se objasniti činje-

nicom da zemljište, u poređenju sa nadzemnim 

delovima biljke, predstavlja povoljniju sredinu za 

opstanak faga. Fagi su u prirodi amfoterni, ispo-

ljavaju negativno naelektrisanje pri pH vrednosti 

karakterističnoj za većinu zemljišta (Burge i En-

kiri, 1978). U zemljištu se fagi štite od inaktivacije 

adsorbovanjem za naelektrisane zemljišne koloi-

de kao što je glina (Reanney i sar., 1983; Williams 

i sar., 1987). Takođe, zemljište obezbeđuje zaštitu 

od UV zračenja i isušivanja, dva glavna faktora 

koja utiču na vitalnost faga (Adams, 1959; Er-

skine, 1973; Iriarte i sar., 2007). Iako su češće 

izolovani iz zemljišta nego iz nadzemnih delova 

biljaka (Gill i Abedon, 2003), smatra se da bi fagi 

izolovani iz filosfere bili bolje prilagođeni za pre-

življavanje i umnožavanje na površini biljaka, pa 

samim tim i bolji kandidati za biološke agense. 

Ovoj konstataciji ide u prilog istraživanje Iriarte i 

sar. (2007) po kojima su fagi izolovani iz ove sre-

dine bili otporni prema isušivanju.

	 S obzirom da je pri izolaciji faga kori-

šćen hloroform za eliminaciju neliziranih bakte-

rijskih ćelija, svi sojevi bili su rezistentni prema 

ovom jedinjenju. Moguće je da je upotreba hlo-

roforma onemogućila izolaciju faga iz nekoliko 

uzorka, usled njihove osetljivosti prema ovom 

jedinjenju. Naime, u početku se mislilo da je 

ovo retka pojava (Adams, 1959), dok je u novije 

vreme pojava osetljivosti faga prema hloroformu 

postala široko prisutna (Ackermann i DuBow, 

1987). S druge strane, fagi koji se teško održava-

ju nisu poželjni kao agensi u biološkoj kontroli, 

Tabela 3. Bakteriofagi kojima se mogu diferencirati Xanthomonas spp.
Table 3. Bacteriophages that can be used in Xanthomonas spp. differentiation.

X. euvesicatoria X. euvesicatoria X. euvesicatoria X. vesicatoria X. perforans X. gardneri

KФ KFB 1 KFB 13 KFB 189 KFB 29 KFB  061 KFB 0116
050 + - + - - -
034 - + - - - -
040 - + + - + -
053 - - - - + -

Legenda: + formiranje plaka, - izostanak formiranja plaka
Legend: + plaque formation, - no plaque formation
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s obzirom da jednostavna proizvodnja i čuvanje 

faga predstavljaju uslov za njihovu primenu u 

polju (Schisler i Slininger, 1997).

Specifičnost faga prema pojedinim vr-

stama ili sojevima bakterija često je korišćena u 

identifikaciji biljnih patogena (Thornberry i sar., 

1949; Billing, 1963, 1970; Dye i sar., 1964; Stolp i 

Starr, 1964; Czes, 1984), s obzirom da je proce-

dura detekcije plakova veoma brza i efikasna. Na 

osnovu različite specifičnosti 53 soja faga prema 

vrstama X. euvesicatoria,  X. vesicatoria, X. gar-

dneri i X. perforans, izdvojen je set od četiri faga 

kojima se mogu diferencirati ove vrste (Tabela 2 i 

3). Ovaj set faga takođe omogućava diferencijaci-

ju rasa P7 i P8 vrste X. euvesicatoria. 

Rezultatima naših istraživanja potvrđeno 

je prisustvo bakteriofaga u neposrednom okru-

ženju obolelih biljaka paprike, sposobnih da iz-

vrše infekciju bakterije domaćina i izazovu lizis 

ćelija. Time je uspešno izveden prvi korak ka 

potencijalnoj primeni ovih bioloških agensa u 

zaštiti paprike od bakteriozne pegavosti.
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Bacteriophages are viruses that infect bacteria. Due to poor efficacy of copper com-

pounds and occurrence of antibiotic resistant bacterial strains, interest in phage ther-

apy has increased in the recent years. In addition to being used for disease control, 

the high specificity of bacteriophages makes them useful in differentiation of close-

ly related species of plant pathogenic bacteria. In this research, twenty five phages, 

specific to Xanthomonas euvesicatoria, causal agent of pepper bacterial spot, were 

isolated. Host specificity determination performed with 53 phages from University 

of Florida collection resulted in set of phages which could be used for differentiation 

of X. euvesicatoria, X. perforans, X. vesicatoria and X. gardneri.

Key words: bacteriophages, Xanthomonas euvesicatoria, isolation, pepper, diffe-

rentiation
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