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REZIME

Automatizovana metoda analize masnih kiselina primenjena je za identifikaciju i pro-
ucavanje heterogenosti Erwinia amylovora. Kao materijal za analizu prikupljen je 41 soj E.
amylovora izolovan iz 8 razli¢itih vrsta domacina gajenih u 13 lokaliteta u Srbiji i jednom lo-
kalitetu u Crnoj Gori. Rezultati ukazuju da svi proucavani sojevi poseduju 14:0 30H masnu
kiselinu, koja je karakteristi¢na za ,amylovora” grupu. Na osnovu sastava masnih kiselina 39
sojeva je identifikovano kao E. amylovora, kao prvi izbor iz baze podataka. Dva soja su iden-
tifikovana kao E. amylovora, ali tek kao drugi izbor iz baze podataka, $to je najverovatnije
posledica specifi¢nosti u sastavu njihovih masnih kiselina. Rezultati analize masnih kiselina
takode pokazuju da populacija E. amylovora poreklom iz Srbije nije homogena i da medu
sojevima postoje tri grupe ili profila, koji su u ovom radu obelezeni sa a, 3 i y. Svi sojevi koji
su izolovani na prostoru centralne ili juzne Srbije pripadaju grupi a, kao i ¢etiri soja izolovana
na podrucju Vojvodine. Grupama iy pripadaju samo sojevi izolovani na podrucju Vojvo-
dine. Dobijeni rezultati predstavljaju dokaz heterogenosti populacije E. amylovora na ovim
prostorima i ukazuju na mogucénost prodora patogena u nase podrucje iz razlicitih prava-
ca. Analiza masnih kiselina omogucila je ne samo identifikaciju do nivoa vrste, ve¢ i nova sa-
znanja o heterogenosti populacije £. amylovora na ovim prostorima.

Kljucne reci: Analiza masnih kiselina; Erwinia amylovora; heterogenost; populacija; bakte-
riozna plamenjaca vocaka

uvoD

Bakteriozna plamenjaca voéaka i ukrasnih biljaka,
koju prouzrokuje Erwinia amylovora (Burrill) Win-
slow et al. spada medu naj$tetnije bakterioze gajenih
biljaka (Bonn i van der Zwet, 2000). Prisustvo bakte-
riozne plamenjate do sada je utvrdeno u vedini evrop-
skih zemalja, uklju¢ujuéi i zemlje iz naseg okruzenja

(van der Zwet, 2002). U Srbiji prisustvo bakteriozne
plamenjace prvi put je primeéeno krajem osamdesetih
godina proslog veka, a zvani¢no potvrdeno 1990. go-
dine na krugki i dunji (Arsenijevi¢ i sar., 1991). Od ta-
da je registrovano viSe novih domacéina ovog patogena,
tako da se E. amylovora, pored navedenih, danas po-
javljuje i na jabuci (Malus domestica), musmuli (Mespi-
lus germanica), glogu (Crataegus sp.), japanskoj kruski
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(Pyrus pyrifolia), oskorusi (Sorbus sp.), vatrenom trnu
(Pyracantha sp.), japanskoj dunji (Chacnomeles japonica)
i polegloj dunjarici (Cotoneaster horisontalis) (Jovanovié,
1999; Bala? i sar., 2004; Gavrilovié i sar., 2007). Smatra
se da je u na$u zemlju patogen dospeo iz dva pravca: sa ju-
ga — iz Makedonije u podrudje juzne Srbije, i sazapada na
teritoriju zapadne Srbije (Pani¢ i Arsenijevié, 1996). Za
sada, medutim, ne postoje nau¢ni argumenti koji bi potvr-
dili pretpostavke o na¢inu unosenja ovog patogena u nasu
zemlju, kao i pravcu Sirenja bolesti na ovim prostorima.
Identifikacija fitopatogenih bakterija, usled njihove
specifi¢ne grade, predstavlja ponekad slozen i dug po-
stupak. U cilju identifikacije bakterija potrebno je odre-
diti njihove morfoloske, odgajivacke, biohemijske i sero-
loske odlike. Usled izrazene srodnosti pojedinih bakte-
rija, ove klasi¢ne metode identifikacije sve vise se dopu-
njuju novim, molekularnim, ali i automatizovanim me-
todama (Schaad i sar., 1990). Jedna od automatizova-
nih tehnika identifikacije bakterija je i analiza masnih
kiselina. Uloga masnih kiselina u klasifikaciji bakterija
poznata je skoro pola veka. Masne kiseline u bakterij-
skoj ¢eliji najéesée se nalaze u citoplazmati¢noj i spoljas-
njoj membrani, a njihov tip i koli¢ina predstavljaju va-
zan taksonomski karakter (Dickstein i sar., 2001). Rod
Erwinia odlikuje se prisustvom 14:0 masne kiseline sa
tri hidroksilne grupe, koja nije prisutna kod drugih ro-
dova fitopatogenih bakterija (Sasser, 1990). Primenom
gasne hromatografije nakon esterifikacije masnih ki-
selina u metil-estre masnih kiselina mogude je izvrsiti
identifikaciju bakterija do nivoa vrste, podvrste i pato-
genog varijeteta. Utvrdivanje sastava masnih kiselina u
gradi bakterijskih ¢elija predstavlja pouzdano sredstvo u
identifikaciji i utvrdivanju sli¢nosti ili razlika, kako me-
du samim prou¢avanim sojevima tako i u odnosu naka-
rakteristike sojeva deponovanih u bazi podataka (Obra-
dovié i sar., 2004, 2007, 2008; Ivanovié i sar., 2007).

Tabela 1. Sastav masnih kiselina u 143 proucavana soja
E. amylovora (van der Zwet i Wells, 1993)

Nezasi¢ene nerazgranate masne kiseline 43%
Zasi¢ene nerazgranate masne kiseline 41%
Hidroksi kiseline 7%
Nezasic¢ene razgranate kiseline 4%
Cikli¢ne kiseline 3%
Zasiéene razgranate kiseline 1%

Postoji vi$e od 400 razli¢itih masnih kiselina koje
se pojavljuju kod bakterija. One predstavljaju jedinje-
nja sa najéedée 8-20 ugljenikovih atoma (Sasser, 2001).
Najznadajnija podela masnih kiselina je na zasi¢ene (bez
dvostrukih veza u molekulu) i nezasicene (sa jednom ili
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vide dvostrukih veza), ali postoji i niz drugih klasaigru-
pa masnih kiselina u zavisnosti od broja ugljenikovih
atoma, prisustva aktivnih grupa, prostorne konformaci-
je itd. (Rikovski, 1970). Gasnom hromatografijom mo-
gude je odrediti ta¢an odnos i sastav masnih kiselina u
bakterijskoj ¢eliji. Tip i koli¢ina masnih kiselina, tj. pro-
fil masnih kiselina (PMK) mogu varirati u zavisnosti od
starosti bakterijske kulture, uslova gajenja i sastava pod-
loge (Casanoisar., 1988; Wellsisar., 1994). Ipak, u stan-
dardizovanim uslovima gajenja mogude je dobiti tipi¢an
profil karakteristi¢an za vrstu (Tabela 1), pa ¢ak i za nize
taksonomske kategorije, koje se zatim unose u bazu po-
dataka (Paulin, 2000). Iako taksonomski bliske vrsti E.
amylovora, saprofitne vrste roda Erwinia i ostale vrste
bakterija imaju drugadije profile masnih kiselina (We-
lls i sar., 1994). Profil masnih kiselina ¢esto je kori$¢en
u identifikaciji E. amylovora nakon unosenja patogena
u odredenu zemlju, kao $to je slu¢aj sa Egiptom ili Bu-
garskom (van der Zwet i Wells, 1993). Ovo je, medutim,
prvi put da se analizom masnih kiselina proucavaju soje-
viE. amylovora izolovani na teritiriji Stbije i Crne Gore.

MATERIJAL | METODE

Prouden je sastav masnih kiselina 41 soja E. amylovo-
ra, izolovanih iz osam razli¢itih vrsta domadina u pe-
riodu od 1998. do 2005. godine, gajenih u 13 lokalite-
ta u Srbiji i jednom lokalitetu u Crnoj Gori (Tabela 2).
Proucavani sojevi su prethodno opisani i identifikovani
kori3éenjem standardnih bakeerioloskih testova (Ivano-
vi¢isar., 2007), proucavanjem metabolizma Sireg spektra
ugljenikovih jedinjenja i seroloskih odlika (Ivanovi¢isar.,
2008b), i reakcijom lan¢anog umnozavanja DNK fra-
gmenta pomo¢u A/B para prajmera metodom Bereswill-a
isaradnika (1992), kao i reakcijom sa dva para prajmerau
jednoj reakcionoj smesi (Nested PCR) po metodi Llop-a
i saradnika (2000) (Ivanovi¢ i sar., 2009b). Priprema
uzoraka za gasnu hromatografiju vr$ena je u 5 koraka (Sli-
ka 1), koriste¢i MIDI tehni¢ko uputstvo (Sasser, 2001):

1. Prikupljanje bakterija — ¢iste bakeerijske kulture
E. amylovora gajene su 24 h pri 28°C na preporuéenoj
TSB (Trypticase Soy Broth Agar) podlozi. Bakteriolos-
kom petljom prikupljeno je oko 40 mg bakterijske kul-
ture proucavanog soja i preneto u epruvete;

2. Saponifikacija — vriena je dodavanjem 1 ml reagen-
sa#1 (45 gNaOH, 150 ml metanolai 150 ml destilovane
vode) u epruvete sa uzorcima. Epruvete su évrsto zatvore-
ne teflonskim zatvara¢ima a sadrZaj je nakratko prome-
$ani postavljen u vodeno kupatilo pri temperaturi 100°C
u trajanju 5 min. Nakon toga, sadrZaj je snazno promesan
5-10's, i ponovo vraéen u vodeno kupatilo za jo§ 25 min;
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3. Metilacija — u ohladen sadrzaj dodavano je po2 ml
reagensa #2 (325 ml 6.0 N hidrohlorne kiseline 1275 ml
metil-alkohola), zatim je sadrZaj kratko promesan i po-
tom zagrevan do 80+1°C u trajanjul0+1 min. Ovafaza
je kriti¢na u pogledu vremena i temperature. U ovom
koraku dolazi do opadanja pH vrednosti suspenzije is-
pod 1,5 $to uzrokuje metilaciju masnih kiselina;

4. Ekstrakcija — u prohladen sadrzaj dodato je po 1,25
ml reagensa #3 (200 ml heksana i 200 ml metil-tetra-bu-
til etra) $to dovodi do izdvajanja estara masnih kiselina

u organsku fazu koja je neophodna za analizu gasnom
hromatografijom. SadrZaj u epruvetama je zatim blago
promesan pomoéu rotacione mesalice u trajanju od 10
min nakon ¢ega je iz epruvete odstranjena donja faza;

5. Ispiranje uzoraka — 3 ml reagensa #4 (10,8 g Na-
OH i 900 ml destilovane vode) dodato je organskoj fa-
zi koja je preostala u epruveti i zatim blago me$ano na
rotacionoj mesalici 5 min, nakon ¢ega je oko 2/3 gor-
nje (organske) faze pipetirano u boticu za dalju anali-
zu u gasnom hromatografu.

PRIKUPLJANJE BAKTERIA @ / %

TSEBA, 24 h, 40 mg
28°C bakter]ske
kulture

Maneti
na dno
epruvete

I .
SAPONIFIKACIJA - _@‘@H@‘ _U

i

Codati 1 ml Vorteksovati 100°C  Voreksovati 100°C,
reagensa®#1  5-10s 5 min. 5-10s. 25 min.
Chiladiti
METILACIJA H ! “
[y
Dodati 2ml Vorteksovati  80£1°C,
reagensa =2 5-10 s 10£1 min.
Magle ohladiti
EKSTRAKCIJA —g— -_—
Dodati 1,25ml Blage Cdstraniti Safuvati
reagensa 23 medali  donju  supernatant
10 min.  fazu

‘A
ISPIRANJE UZORAK A ——ﬁ —

Blago Odstraniti

Crodati 3 ml

=7
0

Prebaciti  Zatvoriti

reagensa 24 mesati 273 gomje  u bodicu

5 min. faze

za GH

Slika 1. Priprema uzoraka za gasnu hromatografiju (Sasser, 2001). GH - gasna hromatografija
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Tabela 2. Proucavani sojevi E. amylovora poreklom iz Srbije i Crne Gore

AMK
R.br. Soj Domadéin Lokalitet Izolovan
PMK

1. KFB 146 Jabuka Sombor 1998. 0,78 ¢
2. KFB 147 Jabuka Bac¢ka Palanka 2000. 0,77 6
3. KFB 148 Jabuka Catak 2005. 0,92 o
4. KFB 149 Jabuka Topola 2005. 0,84 o
5. KFB 150 Jabuka Topola 2005. 0,83 o
6. KFB 151 Jabuka Topola 2005. 0,77 o
7. KFB 152 Jabuka Topola 2005. 0,80 o
8. KFB 153 Kruska Sid 1998. 0,64 B
9. KFB 154 Krugka Sid 1998. 0,84 B
10. KFB 155 Kruska Kraljevo 2005. 0,76 o
11. KFB 156 Kruska Kraljevo 2005. 0,83 o
12. KFB 158 Kruska Mladenovac 2005. 0,75 o
13. KFB 159 Kruska Mladenovac 2005. 0,74 o
14. KFB 160 Kruska Begaljica 2005. 0,73 o
15. KFB 161 Kruska Begaljica 2005. 0,82 o
16. KFB 162 Kruska Topola 2005. 0,73 o
17. KFB 163 Kruska Topola 2005. 0,70* o
18. KFB 164 Kruska Topola 2005. 0,80 o
19. KFB 165 Kruska Topola 2005. 0,75 o
20. KFB 166 Dunja Betej 1998. 0,68 g
21. KFB 167 Dunja Topola 2005. 0,79 o
22. KFB 168 Dunja Arilje 2005. 0,89 o
23. KFB 169 Dunja Nis 2005. 0,89 o
24. KFB 170 Dunja Nis 2005. 0,88 o
25. KFB 172 Oskorusa Nis 2005. 0,74 o
26. KFB 173 Oskorusa Nis 2005. 0,82 o
27. KFB 174 Oskorusa Nis 2005. 0,84 o
28. KFB 175 Oskorusa Nis 2005. 0,83 o
29. KFB 176 Japanska krugka Catak 2005. 0,83 o
30. KFB 177 Japanska kruska Catak 2005. 0,81 o
31. KFB 178 Japanska kruska Catak 2005. 0,75 o
32. KFB 179 Japanska dunja Bac¢ka Palanka 2000. 0,64 Y
33. KFB 180 Japanska dunja Backa Palanka 2005. 0,61 Y
34, KFB 181 Dunjarica Futog 2000. 0,69 o
35. KFB 182 Dunjarica Futog 2000. 0,64 o
36. KFB 183 Mu$mula Sid 2001. 0,73 Y
37. KFB 184 Musmula Nis 200s. 0,81 o
38. KFB 185 Mus$mula Nis 2005. 0,85 o
39. KFB 186 Jabuka Bela Crkva 2003. 0,80 o
40. KFB 187 Jabuka Bela Crkva 2003. 0,78 o
41. KFB 188 Jabuka Zupa Niksi¢ka 2003. 0,72 o

KFB - kolekcija fitopatogenih bakterija, kurator prof. dr Aleksa Obradovi¢, Institut za fitomedicinu, Poljoprivredni fakultet, Beograd;
AMK - analiza masnih kiselina; IS - indeks sli¢nosti sa najblizim sojem iz TSBAS50 baze podataka; PMK - profil masnih kiselina;

* — drugi izbor iz TSBA50 baze podataka
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Razdvajanje komponenti iz sme$e gasnom hromato-
grafijom zasniva se na razlici u koeficijentima raspo-
dele izmedu stacionarne (te¢ne) i mobilne gasovite fa-
ze (gas nosad). Tehnika se primenjuje samo za ona jedi-
njenja koja se nalaze u gasovitom stanju, ili se pogod-
nim metodama mogu prevesti u gasovito stanje. Ma-
sti i ulja imaju relativno veliku molekulsku masu i ni-
zak napon pare, pa se teSko mogu direktno ispitivati ga-
snom hromatografijom. Prevodenjem masnih kiselina
u metil-estre, koji imaju znatno nizu tatku isparavanja
i stabilniji su, prevazilaze se navedeni problemi (Sasser,
2001). Identifikacija se vr3i uporedivanjem tipa i koli-
¢ine, odnosno profila masnih kiselina prou¢avanog so-
ja sa najblizim profilom koji se nalazi u bazi podata-
ka (van der Zwet i Wells, 1993; Dickstein i sar., 2001).
U ovom radu je, za uporedivanje i identifikaciju prou-
¢avanih sojeva, kori$¢ena komercijalna TSBAS0 baza
podataka. Utvrdivanje medusobne sli¢nosti proucava-
nih sojeva, kao i sli¢nosti sa sojevima u bazi podataka
ove automatizovane metode izvrSeno je pomocu kom-
pjuterskog programa Sherlock. Indeksom sli¢nosti, ko-
jisekreéeizmedu 01 1 izraZena je sli¢nost proucavanog
soja sa najbliZim sojem u bazi podataka. Na kraju pro-
cesa analize masnih kiselina, pomo¢u MIDI Library
Generation softvera, formiran je dendrogram prou-
¢avanih sojeva. Ovaj program uporeduje uzorke kori-
ste¢i metodu glavnih komponenata. Prilikom izrade

dendrograma koris¢ena je klaster analiza u formiranju
neponderisanih odgovarajuéih parova na osnovu sasta-
vamasnih kiselina (Dickstein i sar., 2001). Analiza ma-
snih kiselina izvrena je u Laboratoriji za identifikaci-
ju bakterija i analizu masnih kiselina Univerziteta Flo-

rida u Gejnsvilu, SAD.

REZULTATI

Nakon prevodenja masnih kiselina u metil-estre
gasnom hromatografijom izvriena je analiza i dobi-
jeni su profili masnih kiselina svih proucavanih so-
jeva. Na kraju analize, obradom profila svakog poje-
dina¢nog soja, formiran je dendrogram (Slika 2). Svi
proucavani sojevi E. amylovora posedovali su 14:0
30H masnu kiselinu, koja je karaketeristi¢na za rod
Erwinia. Sojevi E. amylovam, proucavani u ovom ra-
du imali su u proseku 45,4% zasic¢enih, nerazgranatih
masnih kiselina sa parnim brojem ugljenikovih ato-
ma (klasa A), zatim 1,9% zasiéenih, nerazgranatih
masnih kiselina sa neparnim brojem C-atoma (kla-
sa B), 33,9% nezasi¢enih masnih kiselina (klasa C),
9,3% hidroksi kiselina (klasa D), 0,2% razgranatih,
zasi¢enih masnih kiselina (klasa E), zatim 8,8% ci-
kli¢nih masnih kiselina (klasa F) i 0,5% nepoznatih
komponenti klase G (Tabela 3).

Tabela 3. Sastav masnih kiselina proucavanih sojeva Erwinia amylovora u ovom radu

Sastav masnih kiselina (%)

Klasa A Klasa B KlasaC KlasaD KlasaE  KlasaF Klasa G
1220 14:0 16:0 18:0 13:0 17:0 ‘lfsi ;6; 581 fi 21(/;.& ;é'& 19:0 izo CIL?J kf;f;‘f;‘:;fe
PMK*a 48 49 347 03 02 1,7 0,1 22,8 00 78 0,7 9,2 0,2 13,0
PMKB 49 56 354 0.2 03 1,6 0,2 270 0,2 57 0,0 9,0 0,0 8,9
PMKy 48 54 344 03 03 1,6 0,1 31,3 02 6,38 0,0 9,2 0,0 4,5
Prosek 4,8 53 349 04 03 1,6 0,1 270 01 67 0,2 9,1 0,1 8,8
Ukupno 45,4 1,9 33,9 9.3 0,2 8,8 0,5

* - profil masnih kiselina

Svi proudavani sojevi E. dmylavom svrstani su u tri
grupe (Slika 2): & - kojoj pripada najveéi broj sojeva,
ukupno 33;  — 5 sojeva, i to KFB 146, KFB 147, KFB
153, KFB 154 i KFB 166; y - tri soja, KFB 179, KFB
180 i KFB 183. Detaljnijim prou¢avanjem sastava ma-
snih kiselina uo¢ene su razlike u profilima izmedu so-
jeva. Najvece razlike izmedu ove tri grupe sojeva utvr-
dene su u koli¢ini ukupnih nezasi¢enih masnih kiseli-
naklase C:30,7% za grupu a, 33,1% za grupu i 38,4%

za grupu vy. Znalajne razlike su, takode, izmerene
grupu 7y )

i u koli¢ini cikli¢ne masne kiseline: 13,0% za grupu
a, 8,9% za grupu B i 4,5% za grupu . Pored kvantita-
tivnih razlika u sastavu masnih kiselina, grupa o se iz-
dvajala i kvalitativno jer je u svom sastavu posedovala
i hidroksi kiseline klase D sa 2 hidroksilne grupe, kao
irazgranate masne kiseline klase E, $to nije registrova-
no kod druge dve grupe sojeva. Takode, grupe f iy su
u sastavu svojih masnih kiselina posedovale 17:1 w8¢
nezasi¢enu masnu kiselinu koja nije detektovana kod
sojeva grupe a (Tabela 3).
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Domacin

Lokalitet

Musmuls

Sid

Japanska dunja

Backs Pslanka

Japanska dunja

Baiks Palanka

Jabuks Backa Falanka
Jabuka Saom bor
Dunja Betg)

Hruska Sid
rruska Lk
Hruska Topola
Hruska Topola
Jabuks Zups Niksicks
Hruska Topola
Dskorusa Mis
Japansks kruska Lacak
Lunja lTopola
Jabuka Topola
Hruska Mladenowvac
Hrusksa Misdenowvac
Hruska Hralgvo
Hruska Begasljica
Dskoruss Mis
Dskoruss Mis
Dunja H&
Dskorusa Wiz
Hruska Hraligvo
Jabuka Topola
Japansks kruska ELET
Hruska Topols
Jabuka Topola
Diunja Arile
Jabuka Topola
Jabuks Bels Crkva
Musmulza Mis
Japansks kruska ELEY
Jabuks Bels Crkva
Musmulza Mis
Jabuka Zacsk
Llunganca Futog
Diunjarica Futog
Hruska Begaljica
Dunja Hiz

KFE 183
KFE 173

KFE 138
KFE 133
KFE 161
KFE 174
KFE 173
KFE 170
KFE 175

KFE 181
KFE 160
KFE 163

...  F——PMKy

e PMK B
. =

|

ZIZIZZ%*_ PMK o
S S S S E—

Euklidowo rastojanje

Slika 2. Grupisanje proucavanih sojeva E. amylovora iz Srbije i Crne Gore na osnovu sastava masnih kiselina.
PMK - profil masnih kiselina
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Od ukupno 41 soja, 39 je identifikovano kao E. anzylo-
vora. Medutim, za soj KFB 163 prviizbor iz baze podata-
kabila je vrsta Rabnella aguatilis (Gram-negativna, §tapi-
¢asta bakterija iz fam. Enterobacteriaceae) (Harrell i sar.,
1989), sa indeksom sli¢nosti od 0,75, a drugi izbor E.
amylovora, sa indeksom sli¢nosti 0,7. Kod soja KFB 183
prvi izbor iz baze podataka bila je vrsta Yersinia aldovae
(Gram-negativna, Stapicasta bakterija iz fam. Enterobacte-
riaceae) (Bercovier i sar., 1984) saindeksom sli¢nosti 0,76,
adrugiizbor E. amylovora saindeksom sli¢nosti 0,73. In-
deks sli¢nosti prou¢avanih sojeva sa sojevima iz TSBAS0
baze podataka kretao se izmedu 0,61 i 0,92 (Tabela 2).

DISKUSUJA

Tradicionalne metode identifikacije fitopatogenih
bakterija standardnim diferencijalnim testovima, bi-
oloskim testom, ili seroloskim metodama su i dalje
u primeni. Medutim, uvek je postojala teznja za razvo-
jem pouzdanijih, brzih i automatizovanih metoda ko-
jima bi se mogao obraditi veliki broj uzoraka za kratko
vreme. Jedna od takvih metoda je analiza masnih kise-
lina koje ulaze u sastav Celijskih membrana bakterija. U
ovom radu, osim za identifikaciju, analiza masnih kiseli-
nakoris¢ena je i za prou¢avanje homogenosti populacije
E. amylovora poreklom iz razli¢itih domadinailokalite-
tau Srbiji i Crnoj Gori. Od ukupno analiziranog 41 soja,
39 je identifikovano kao E. amylovora, kao prvi izbor iz
baze podataka. Dva soja, KFB 163 i KFB 183, identifiko-
vani su Sherlock softverom kao E. amylovora, ali tek kao
drugi izbor iz baze podataka. Mogu¢i razlog za ovakvu
identifikaciju su najverovatnije specifi¢ni profili njiho-
vih masnih kiselina. Soj KFB 163 imao je 44% vie hep-
tadekanske (17:0) masne kiseline (zasi¢ena masna kise-
lina sa 17 ugljenikovih atoma) i 38% vise 18:1 masne ki-
seline (nezasi¢ena masna kiselina sa 18 ugljenikovih ato-
ma). Soj KFB 183 u svom profilu takode je imao neuo-
bi¢ajeno visok sadrZaj 17:0 masne kiseline (42% vige od
proseka za sve sojeve), i 38% vise stearinske (18:0) masne
kiseline od proseka za sve sojeve. Neobi¢no visok proce-
nat ovih masnih kiselina kod sojeva KFB 163 i KFB 183
jeizuzetak u odnosu na druge proucavane sojeve. Medu-
tim, prouc¢avanjem biohemijsko-fizioloskih, patogenih i
seroloskih osobina ova dva soja, nedvosmisleno je doka-
zana njihova pripadnost bakteriji E. amylovora (Ivano-
vi¢isar., 2007,2008b). Takode, kod oba soja, primenom
PCR metode, umnozen je DNK fragment specifi¢an za
E. amylovora (Ivanovié i sar., 2009b).

Analizom masnih kiselina i medusobnim uporediva-
njem njihovih profila, prou¢avani sojevi E. amylovora

svrstani su u tri grupe sa Euklidovim rastojanjem veéim
od 6 (Slika 2). Detaljnijim posmatranjem dendrograma
uodava se da svi sojevi koji su izolovani na prostoru cen-
tralne ili juzne Srbije pripadaju grupi «, dok grupama
( iy pripadaju sojevi rasprostranjeni u severnom delu
nade zemlje, tj. u Vojvodini. Samo &etiri soja (KFB 181,
KFB 182, KFB 186 i KFB 187), od ukupno 12 izolova-
nih na teritoriji Vojvodine, pripadaju najbrojnijoj grupi
a.. Analizom masnih kiselina utvrdena je razlika izmedu
sojeva E. amylovora izolovanih na podruéju centralne i
juzne Srbije, i sojeva izolovanih u Vojvodini. Rezultati
ovog rada potvrduju ranije pretpostavke da je E. amylo-
Vora unetau Srbiju iz najmanje dva pravca: sajuga u po-
drudjejuzne Srbije, i sa severaili severozapada u podrudje
Vojvodine. Razlike izmedu ove dve populacije potvrdene
su i proucavanjem genoma E. amylovora restrikcionom
analizom i elektroforezom u pulsirajuéem elektri¢nom
polju (Ivanovi¢ i sar., 2008a, 2009a). Rezultati ukazuju
da su ove dve populacije unete u na$u zemlju iz razli¢i-
tih pravaca i da su se u po¢etku nezavisno razvijale. Vre-
menom je do$lo do preklapanja teritorija ovih populaci-
ja tako da danas ne postoji jasna i precizna granica nji-
hovog rasprostranjenja. O tome svedodi i grupisanje ce-
tiri soja iz Vojvodine, koja su po svojim profilima masnih
kiselina vrlo bliski sojevima iz centralne i juzne Srbije.
Uprkos spontanim mutacijama u genomu bakterija,
stabilnost sastava masnih kiselina u ¢eliji ¢ini ih pogod-
nim za identifikaciju bakterija (Paulin, 2000). Analiza
masnih kiselina je brza i jednostavna metoda za identi-
fikaciju fitopatogenih bakterija. Za rezultat je potrebno
svega nekoliko sati, a hemikalije koje se koriste za prevo-
denje masnih kiselina u metil-estre mogu se naéi u ve-
¢ini fitopatoloskih laboratorija. Moguénost ispitivanja
velikog broja uzoraka i niski troskovi rada instrumena-
ta predstavljaju jo§ neke od prednosti ove automatizo-
vane metode. Medutim, mora se naglasiti da precizna
identifikacija nepoznatih sojeva u najvecoj meri zavisi
od kvaliteta baze podataka. Ukoliko se vrsta koju Zeli-
mo da identifikujemo ne nalazi u bazi podataka ona ne
moze biti identifikovana (Sasser, 2001). Takode, cena
opreme, a pre svega gasnog hromatografa i softvera za
identifikaciju, i dalje predstavlja prepreku $irem uvode-
nju ove metode u fitobakterioloske laboratorije kod nas.
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Fatty acid analysis of Erwinia
amylovora from Serbia and

Montenegro

SUMMARY

Automated method of fatty acid analysis was used to identify and study heterogeneity of
41 Erwinia amylovora strains, originating from 8 plant species grown in 13 locations in Serbia and
one in Montenegro. All strains contained 14:0 30H fatty acid, characteristic for the “amylovora”
group. According to fatty acid composition 39 strains were identified as £. amylovora as the first
choice from the database. Due to their specific fatty acid composition, two strains were iden-
tified as £. amylovora, but as a second choice. Fatty acid analysis also showed that £. amylovo-
ra population from Serbia could be differentiated in three groups, designated in this study as
a, 3 and y. All strains originating from central or south Serbia, as well as four strains from north
Serbia clustered into group a. Group 3 and y contained only strains isolated in northern Serbia
(Vojvodina). The results show that £ amylovora population in this area is heterogeneous and
indicate pathogen introduction from different directions. Fatty acid analysis enabled identifica-
tion at species level, as well as new insights of heterogeneity of £. amylovora population.

Keywords: Fatty acid analysis; Erwinia amylovora; Heterogeneity; Population; Fire blight
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