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　　　Mol，eeular　fi’irkgerprinting　tech’ru’ques　o£　enterobaeterial　repetitive　iRtergen，ic　eonsensus

（ERIC）　aRd　restrictlon　fragraent　leRgth　polyraorphisra　（RFLP）　ef　a　pet　gene　were　applied　to

determine　genetie　diversity　in　Thai　strains　of　Erzvinta　carotovora　subsp．　carotovora．　ERIC

貸Rgerpr量nt無g　revea｝ed　a　greater　ge熱otypic　diversity　w童犠10　PCR　gro鞍psぬ22　Tha童st蜘s．

wnen　PCR　for　the　pet　gene　was　carried　out　uE　ing　the　four　subspecies　atroseptica，　carotovoTa，

betavaseueoram　and　was，　ab2ae，　no　PCR　prodllcts　were　obtained　in　tke　case　of　beta’vas－

czeiorzsm．　RFLP　aiiaiysis　with　Satt3A　was　imdertaken　fer　the　amplified　fragments．　Digestion

patterns　oぎ22丁難滋sもra1致s　weye　d玉v羅ed賊◎£we　gぎ◎ups．£R！C　gr（灘p　l　and　RFLP　gr◎慧p　2　were

composed　of　biovar　D　that　were　isolated　from　chnease　cabbage，　coriartder　and　sweet　pepper．

The　genetic　diversity　of　E’．　earotovora　subsp．　carotovora　appears　to　be　related　to　their　host

piants　amd　biovars　in　considering　ERIC　and　RFLP　data．　These　results　indicate　that　ERIC　and

RFLP　axalyses　will　be　gse，f£t｝　as　benchmarks　for　geRetic　charaeterizatiox　of　E．　carotevora　at

subspecies　and　infraspecific　level．

INTRODUCTION

　　　Three　soft　rot　erwinias，　Eswinia　carotovora　subsp．　atroseptica　（Eca），　E．

carotovera　subsp．　carotovora　（Ecc）　and　E．　ehrysanthemi　（Ech）　are　pathogenic　to

搬any　ec◎簸《）micaHy㎞P◎rもant　cr◎ps，㎞c1鷲d嶽9　P◎taもoes，　ca糠s㎏blackleg泣匡もhe∬e玉d　and

soft　rot　of　tubers　in　storage　（Perombelon　and　Keiman，　1980）．　Ecc　and　Ech　are　associated

with　soft　rot　diseases　oR　many　impertaRt　horticultural　and　agricultural　erops，　whereas

Eca　is　｝argely　restricted　to　potato　di＄eases　（Smid　et　al．，　1995）．　Ecc　strains　have　a　wtde

distribution　in　both　temperate　and　tropical　zones，　showing　wider　host　range　than　those　of

Eca　and　Eeh　（Perembelon　aRd　Kelman，　i　98e）．　lt　is　importaRt　to　improve　our　vmder－

stariding　of　the　diversity　of　E　cc　for　development　of　the　control　measures　of　the　diseases．

　　　VariabiMty　among　soft　rot　ervvinias　has　been　demoRstrated　by　various　phenotypic　and

gexotypie　assessmeRts　includixg　physioiogica｝　tests，　ce｝，lular　fatty　acid　prefiles，　DNA

hornologies，　16S　ribosomal　DNA　sequence　analysis，　and　protein　profiles　（Alarcon　et　al．，

1995；　Chatterjee　et　at．，　1995；　Smith　aRd　Bartz，　199e）．　More　reeent｝y，　ekterobacterial

repetitive　intergenic　cong．　ensus　（ERI（））　sequences　have　been　used　to　obtain

strain－speeMc　fingerprints　that　can　differentiate　bacterial　strains　below　the　level　of

subspeeies　（Louws　et　ag．，　1994；　Versalevie　et　at．，　．1991）．　FurthexxRere，　several　pel　geRes

which　are　involved　i．n　soft　rot　diseases　were　sequenced　and　three　fainilies　（BC，　ADE　and　Y

寧Lab◎rat（》鞭◎f　Plaxx£Paも｝董（）至。欝，　De茎）artraeRt　of　P至aRt　Pat製（）韮ogy撚｝d　Pesも三。叢（le　Sc韮e貧（）e，　Gra（至u我te

9．　chool　of　Bioresource　and　Bioenvironnrient　Sciences，　K　srushu　University
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family）　we，re　identifi　ed　on　the　basis　ef　sequeRce　homology　（Darrasse　et　ag．，　1，994）．

　　　The　aixn　of　this　study　was　to　characterize　strains　of　E　cc　isolated　from　various　plants　trR

Thailand　by　u＄ing　ERIC　and　RFLP　of　a　peLY　analyses．　The　strams　used　were　previously

grouped．　into　severai　pathovars　and　biovars　by　physio｝ogica｝，　biochemieal　a，n，d　pathol，ogieal

characもer磁もi◎k（Kar煽a戯arat　e9　nδ．，　i　g87）．

MATERIALS　AND　METHODS

Bacterial　strains　and　culture　conditions．

　　　Twenty－two　Thai　strains　of　E7winia　carotovora　subsp．　caTotovom　1．isted　in　Table　1

and　four　type　strains　of　E．　carotovoTa　subsp．　carotovora　ATCC15713T，　E．　carotovora

subsp．　atroseptica　Ari’CC　33260’，　E　carotovora　subsp．　betavensczelorzLm　ATCC　43762T，

and　E　cerotovoras　subsp．　zvasabiae　ATCC　43316’　were　used　ta　this　s，　tudy．　AR　bacteria

we艶sω艶d㎞sk㎞薦玉k（ユ0％final　coRcenもraもi◎R）威一7◎℃．　Each　bact磁al　sもra鎗was

cultured　on　MGY　（mannitol　I　O．O　g，　L－glntamic　aicd　2．0　g，　KH2PO4　O．5　g，　NaC｝　O．2　g，　MgSO4　t

7H20　O，2g，　Yeast　extract　O．25　g，　agar　15．Og，　distilled　water　1　liter，　pH　7．0）　at　280C　for

2　days．

Table　1．　Sources　of　Thai　strains　of　Emoinia　caTotovoTa　subsp．　caTotovora　and

　　　　　　　their　re｝evant　characteristics

Strain Seurce lS◎laもe（i負℃m
　Year
量s6圭aζe（i

B乏evare）　　Pa翻窪（）v犠r壱）　　魏欝’LP難｝　．翼：R翌Ce）

O14－2

014－9

131－1

168－7

435－2

435－6

壌62－53一圭

473－1

475一一i

476－4

476－7

479－2

485－5

486－4

486一“r

486－7

婆86－8

489－4

489－5

493－1

493－3

493－5

Bangkok
　　　fl

　　　ll

Lumpang
三3撚懸k◎k

　　　11

　　　ク

　　　e

　　　ll

　　　ll

　　　lt

　　　11

　　　11

　　　ク

　　／1

　　　11

　　　1！

　　　11

　　　1！

　　　ク

　　tt

　　Cauliflower

　　　　　1！

　　Bell　pepper

Chinese　eabbage

　　　Lettuce

　　　　　tl

　　　To穣a沁

CkiRese　cabbage

　　Hot　pepper

　　Bird　ch血

　　Coriander

　　　Cabbage

Sweet　pepper

　　　　　tl

　　　　　lt

　　　　　ク

　　Cabbage
　　　　　Xl

　　　Potato

　　　　　1一

　　　　　ク

0891

　
　
　

ク
〃
ク
9
8
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
ク
〃
〃
〃
〃

　
　
1

鐸
ー
ー
ー
－
－
－
－
ー
ー
ー
ー
－
－

8
8
2
王
7
7
違
9
9
1
0
1
0
3
5
1
王
1
1
6
6
6
6
6

a）　Cited　from　the　description　of　Karnjanarat　et　ai．（1987）
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　　　Total　DNA　was　extraeted　accgrcliiig　tg　the　method　ef　Sambrook　et　esl．　（1989）　arid

used　for　PCR．

　　　ERIC　pyirners，　ERICIR　（5LATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC－3’）　axtd　ERiC2　（5LAAG－

TAAGTGACTGGGGTGAGCG－3’），　are　specdic　tg　the　coRserved　repetitive　sequences　in

bacteria（Mcmanus　and　Jones，エ995）．　Amp雌cation　was　perfbrmed　in　a　t◎tal　vo1㎜e　of

50ptl　containing　67mM　Tris－Cl　（pH　8．8），2．OmM　MgC12，　O．125　mM　each　of　dATP，　dCTP，

dGTP　and　dTTP，　2．0　units　of　TopDNA　polymerase　（TOYOBO，　Japaxx），　50　pmo｝　each　of　the

ERIC　primers，　akd　l　pt　cf　a　50　ng／ml　selgtigR　ef　p“rified　DNA．　PCR　reactioxs　were

performed　l血athermal　cycler（Astec，　Japan）under　the　f（）lowing　conditions：94℃for

4rn㎞for　the負rst　cycle，94℃for　l　m血，52℃for　l　mtn　and　72℃for　l　min，　repeated　for

30cycles，　a難d　a撫a夏cycle　of　72℃f◎rユ◎】㎞n、　Amp雌ed　DNA疲agmenもs（1◎μのwαe

e｝ectrophoresed　exx　a　1．5g／o　agarcse　gel　aBd　visitaSized　by　staii｝ikg　with　ethidiam　bromide．

　　　paelY　prtmers，　Y1（5LTTACCGGACGCCGAGCTGTGGCGT－3りand　Y2（5’一CAGGAA－
GATGTCGTTATCGCGAGT－3’），　are　specific　for　E　caTotovoTa　（Helias　et　al．，　1998）．

Volume　and　content　of　the　amplificatioR　reactions　were　as　described　above．　AmptrficatioR

were　dcrie　in　the　therraa｝　cycler　llRder　the　fogowirig　coxclitiens：　35cyele＄　of　3e　sec　at

940C，　30　sec　at　65℃，　and　45　sec　at　720C．　The　amplification　cycles　were　preceded　by　a

denaturation　step　of　5　min　at　95　eC　and　followed　by　an　elongation　step　of　10mn　at　72“C．

Initial　analysis　of　PCR　products　was　doRe　by　electrophoresis　oft　20／c　agarose　ge｝．　RFLP

a照1ysis　ofメ）elY　gene　was〈lone　as　f6丑◎マgs：The　am：p雌e（i　DNA　was　ethaRo｝precipit就ed．

and　resuspended　in　50pt　of　i　O　mM　Tris－HCI　（pH　8．0），　l　mM　EDTA．　Aliquots　of　the

concentrated　DNA　were　digested　with　Saze3A　at　370C　for　2　h　ta　a　15pt　volume　according

to　the　makufactxrer’s　recommekdatioks．　The　samp｝es　were　e｝ectropheresed　oR　2．5C／e

agarose　gel　and　visuallzed　by　staining　with　ethidium　bromide．

RES｛」｝LTS　AND　DISCUSSION

　　　PCR　products　from　the　genomic　DNA　of　the　al　strains　using　p血1ers　ERICIR　and

ERIC2　produced　severa｝　bands　between　approximately　O．2　to　2．2　kb　on　the　agarose　gel

（Fig．　1）．　｛1］he　ERIC－PCR　patterRs　geRerated　frcva　Ecc　were　fouad　to　be　very　（liffereRt

from　those　of　the　A’］］CC　33260T　（E　carotovoTa　subsp．　atroseptica），　ATCC　43762T　（E．

caTotovora　subsp．　betavasczetoTzLm）　and　ATCC　43316T　（E．　carotovoTa　subsp．　zuasabi一

αθ）．Various　f㎞gerpr血ts　observed　were　separated㎞to　10profUes血22　Thai　strains　of

Ecc　（Mg．　i　aRd　Table　1）．　These　preflles　correlated　wtth　the　biovar　artd　original　hest　gf

the　strains．　For　example，　ERIC　groups　1　and　6　were　cemposed　of　biovar　D　and　F，

respectively．　Toth　et　al．　（1999）　found　only　three　groups　in　E　ca　using　the　ERIC－PCR

method，　suggesting　that　E　RIC　analysis　is　of　limited　value　for　differentiating　E　ca．　This

differeRce　would　be　dge　te　a　lower　level　ef　polymgrphism　cf　Eca　thaR　that　of　Ecc．

　　　All　products　ebtained　by　PCR　fer　pegYgene　were　of　the　expected　size　（about　430　bp）

（Darrasse　et　al．，　1994；　Helias　et　al．，　1998）　except　E．　carotovora　subsp．　betavascor，gomaem

from　which　ne　fragment　was　amplified．　An　RFLP　analysis　by　digesting　the　avaplified

frag灘e就s　wi雛3αz63A　was猫dertake嚢oR　the　c◎丑ectioR◎f　E　ec　sもra鎗s．　Thai　s℃ra鎗s斑ere

separated　into　twe　groups　oR　the　basis　of　their　RFLP　pattems　（Fig．　2　and　Table　i）．　A｝i　of

the　biovar　D　strains　isolated　from　coriander．　and　sweet　pepper　were　shown　to　beloRg　to
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M　1　2　3　4　5　6　7　8　9　10　11　12　13　14　15　M　M16　17　18　19　20　21　22　23　24　25　26　27　M

．一 Q．3

一1．0

一〇．5

Fig．1．　ERIC－PCR　patterns　generated　from　purified　DNA　of　Erωiniαcαrotovorα．

　　　　　　　PCR　products　were　separated　on　a　2．0％agarose　gel，　sta血ed輌th　ethidi㎜

　　　　　　　bromide，　and　photographed　under　UV　ilumination．　Lanes　labeled　M　were　run

　　　　　　　with　the　DNA　size　standard（kb）．　Lane　1，486－5；Lane　2，486－7；Lane　3，486－4；

　　　　　　　Lane　4　486－8・Lane　5　168－7　Lane　6131－1・1」ane　7　479－2・Lane　8　462－53－1・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ　　　　　　　　　シ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ツ　　　　　　　　シ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　リ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　フ

　　　　　　　Lane　9，485－5；Lane　10，489－5；1．ane　11，493－3；Lane　12，493－5；Lane　13，

　　　　　　　489－4；Lane　14，493－1；Lane　l　5，　the　same　PCR　mixture　but　lac㎞g　template

　　　　　　　DNA（contro1）；Lane　16，435－2；Lane　17，435－6；Lane　18，014－2；Lane　l　9，

　　　　　　　014－9；Lane　20，473－1；1．ane　21，475－1；1、ane　22，476－4；Lane　23，476－7；Lane

　　　　　　　24，ATCC15713T（IE，　cαγotovorαsubsp．　cαrotovorα）；Lane　25，　ATCC33260T

　　　　　　　（E．cαγotovorαsubsp．αtγレ08〔）pticα）；Lane　26，　ATCC43762T（E．　cαγotovoγα

　　　　　　　subsp．　betαvαsczelon↓m）；Lane　27，　ATCC43316T（五7．　cαrotovoγαsubsp．

　　　　　　　ωasαbiαe）

O．5　一

O．3　一

O．2　一

M 1 2

1iXg．2．　RFLP　analysis　of　the　ainplifTied　fragments　of　pelYgene．　The　DNA　products

　　　　　　　were　digested　with　restriction　enzyme　Sau3A　and　separated　on　a　2．50／o

　　　　　　　agarose　gel，　stained　with　ethidium　bromide，　and　photographed　under　UV

　　　　　　　illumination．　Lanes　labeled　M　were　mn　with　the　DNA　size　standard　（］〈b）．　Lane

　　　　　　　1，　RFLP　pattern　1；　Lane　2，　RFLP　pattern　2
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the　same　grou／　．　ln　general，　straing．　of　the　same　biovar　from　the　sarne　host　showed　similar

RFLP　patterns．　Aithough　the　number　of　the　samples　used　in　this　study　was　not；　adequate

to　draw　definite　conclusions，　the　results　reported　here　would　provide　a　direetion　for

future　geRetics　stiuclies．　Combining　tke　ERIC－PCR　aRd　PCR－RFLP　of　a　ipeL　gene　seems　to

offer　a　more　rehable　approach　for　assesskrig　geRetic　clive’rsit．y　iri　E．　cffrotoz］ora　st；rains．
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