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Va、riatio互蓑　of」Erwi鷺ia　cαrotoこフorα　s穫bsp．

　　　　carotovora　isolated　from　Korea

Sang－Tae　Seo＊，　Naruto　Furuyai，　Chun－Keun　Lim2，

　　　　　Kenichi　Tsuchiya3　and　Yoichi　Takanami’

ミLabo麟鰐of　P圭a王鷲Path◎玉◎蔀yJ）主visioll・ef・Plamt　Pat加lo欝a湘Pesも呈dde　Sc織。難，

　Oee．g）ε鉱幾薮≧eRも。ぎA茎）茎）韮重e（蓬（｝e！灘鍼（rs撮ミd　Pest蟹aRa菖¢m磁．蓬，　Fac殺誌y〈）f　Aig｝’重α縫溢．三YE｝，

　　　　　　　　　　　　　Kyus撤ユU贈ers孟もy，　Fukuoka　812－8難8　L　Japan

　2ur）ivision　of　Biological　Enviroriment，　College　of　agriculture　and　Life　Sciences，

　　　　　　　　　Kangwon　Natior’tnl　University，　Chunchon　200－701，　Korea

　　　3National　lnstitute　of　Agrobiological　Resources，　Ts，　ukuba　305－8602，　Japan

　　　　　　（Recei’ved　Oc励θγ31，2000αη血ccepteed〈励ember　10，2000）

　　　　Tw《｝簑ty雛ぜ¢e　K◎reaR　Sもrai黙s（）f　sofもr◎も茎）aもhoge難，　Eswinia（3α？roま。電．，iO・ra　s慧bsp．　ca・r〈）tovo’？一a

（gcc），　ig．◎1滋e縫罫rO熱var給ミュs　kl癩s　Of撫鷲s　were四脚1繕a総d　f◎rもhe孟r　b外野◎圭◎9圭ca圭，

pat｝｝ological．　and　geriet垂。　propertle＄．　On癒e　bas圭s　o鋤a（惣riol◎gica1もesもs，漁e　s宅，r漁s　were

grouped　ir）to　6　biovars．　lntermedia’t，，e　strains　between　E．　c．arotoz］ora　subsp．　ca？“ote2，）orcz　and

subsp．　at’xosrvptica　were　found　（biovar　B　and　1．）．　The　strains　were　divided　into　two　pathovars

based　on　1／Lheir　pathogenicity　to　tornato　plant，　onion，　cucumber　and　potato．　All　t，he　Korean

strains　of　Ei］cc　caused　soft　rot　on　the　test．　plants　（pathovar　1），　，　except　for　strain　Eec5／95　which

was　non　pathogenic　to　onion　（pat’hovar　ll）．　ERIC－PCR　revealed　a　greater　genotypi（，t　diversity

賊h18　pr（）fllE｝＄．　Two　RFLP　grQup＄w醗rec◎gnized曲e践RFLP　a！芝alys玉s　was　car：ri磁（）嚥for　a

擁ger韮e乏）y醜es漁9繊e　a脚｝潰ed　fra＄・me三kts頭tk　Saze3A．　A搬毛◎曜膿董l　sζrぬs　ofめ三〇v畿r猛were

sh◎w帆曲蜘識菖も。も｝垂e　same飛・FもP暮rO雛P，£磁C　a難d躍LPρ！嚇◎fites　wei’e　Rot　dlrcct匪y　related　t・o

biovar　and　pathovar．

INTRODUCTION
　　　　Pecも01y慧（き鷺罫wi瓢a　ca嚢se　s（）fもroもdiseases　oR哉w薫d醗ra嚢ge◎f　p至a鼓もs．　The　spec三es

ETzc」・i？zicg　cct？vtovora　has　been　di，vided　into　four　subspecies　atrosc？ptica　（Eca），

carotovoTa，　（Ecc．），　betctvctsczclo7’”um　（Ecb）　and　zvasabine　（Ecw）　as　stated　by　Darrasse　et

aL．　（1994）．　，　E（’ra　is　usually　restri（rked　to　potato　disecase　under　cool　temperate　climate

（Perombelon　and　KeLrnan，　1980）．　一）cb　and　Ecw　cause　soft　rot　of　sugar　beet　ancl　Japanese

horseradish，　re＄pectively　（Thomson　E？，t　al．．，　1981；　Goto　a．nd　Matsumoto，　1987）．　Among　the

different　subspecies　of　erwtnia，　Ee¢　st，rains　have　a　worl．d　wtde　distributioi｝　with　a　wtde

h◎st　ra轟ge．　A撚獄dersta簸di嚢9◎f漁鰹d主versity　of　dlffer繊t　sもra韮Rs　cf　Ecc　cou．ld　be　usefUl

for　f◎rmula甑暮disease獄aRagemo漁t　sもraもegies．

　　　　In　the　pre’vious　paper，　we　repo．rted　that　the　genetic　diversity　of　Ecc　isolated　frorn

various　sour（tes　in　Thailand　appet｝rs　to　be　related　to　their　host　plants　and，　biovars　in

considering磁Rterobacterial　rep飢itive　intergenic　consensus（ERIC）and　restriction
fragment　length　polymorphism　（RFLP）　of　a　peg　gene　ana／lyses　（Seo　et　al．，　2000）．

　　　The　presen1’；　st，udy　has　beeR　imdertaken　to　charack“rize　the　Korean　strains　of　E　cc　in

壌Laboraも◎！y（）f三）lai｝もPaも｝…o圭◎gy，　D童vis棄。織。£P圭a！蕊Paもhdogy撮－毫（蓬峯》《きs糠ck蓬e　Sc量eRee，　Graく盤叢ate　Sehoo至of

　Bioresource　and　Bioenvironmental　E　cjenees，　Kyushu　Unive’rsity，　Fukuoka　812－858i，　Jal’／）an
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respect　of　biovar，　pathovar，　RFLP　aiid　ERIC　prorues．

MATERIALS　AND　METHODS
Ba¢teria至stra巌難s　a嚢d　e思t秘罫e　cORd量tio盤s

　　　Twenty　three　Korean　strains　of　Ecc　（Table　3）．　and　four　type　s，　’trains　of　E．　caTotc）vora

subsp．　carotoo’or（｝　ATCC15713X　li］．　ccvrogovora　subsp．　cet？”oseptica　ATCC　33260T，　E

caTot・ovo’ra，　subsp．　betavasczelomem　ATCC　43762’r　and　E．　carotomorct・　subsp．　wessa・biae

ATCC　43316’i”　were　used　in　this　＄tudy．　fMl　the　strains　were　stored　at　一700C　in　ski．rn　railk

ai3d　c磁tured　O黙MGY　agar（搬a簑羅も◎玉10．Og，卜慕1砿amic　a重cd　2．0　g，　K：H2PO尋◎．5慕，　NaCl

O．2　g，　MgSO4．7H2（）　O．2　g，　yeast　extract　O．25g，　agar　i．5．0　g，　distilled　water　1　liter，　pH7．0）　at

280C　for　2　day＄．

Biovar　determinatien
　　　The　grewth　of　the　straiRs　were　tested　at　36“C　to　determi，n，c，）．　the　biovar　of　the　23

Korean　strains　of　Ecc．　A　series　of　biochemical　test，s　including　reducing　substance．　s　from

sucrese，　casetn　hydrolysis，　indole　preduction，　production　of　acid　from　palatinose，　sorbito｝

arid　a　一methyl　g｝ucoside　was　performed　as　described　by　Schaad　（11980）．

．Pathovar　dete欝㎜i簸atio轟

　　　Pathogenic／ity　of　the　strains　was　tested　by　inoc．ulation　to　toma，　to　plant　（Lgcopexg．　t；con

e，　sc？LSentzem　MUI；　Oogatafukuju），　onion　（A　ILizi，m　cepa　L．；　Satsuki），　cucurnber　（Cu，c？Lmis

sutivzgs　L．；　Nashie）．　aRd　potato　（Sola’？zzem　tzebeToszt’m，；　May－Queeyi）．　Tomato　plants　were

grown　for　3－4　weeks　in　plasti（r｝　pots　of　8　em　diameter　containing　sterilized　soil．

Inoeii｝aticR　was　deRe　with　bacterial　s，　llspeRsiciri　（c’oRe．　ca　I　O“一10i“　〈｝．e｝ls／ral）　by　the　xxeed．｝e

pricking　method。　Inoculated　and　non－inoculated　control　plants　w．ere血cubated　in　a　moist

¢hamber　（RH　95，　e／）　and　temperature　280C）　and　were　observe（／1　，for　deve｝opra〈’．nt　of

symptoir｛s　for　2－3　days　after　inoci；tlatioR．　Cucumber　aRd　potato　were　eut　iRte　slices．　whi｝e

o，　nion　was　cut　irtto　small　pieces　and　the　surface＄　were　disinfested　by　700／o　ethyl　aicohol．

r撒eslices◎r　pieees　were　m◎cu玉ated　by撫e　Xieed肇e　prick重難、9凱e撒od　a簸d　p樵賊o

Petri－dishes　and　incubated　at　28　eC　for　2－3　days．

Molecular　analyses
　　　Genomic　DNA　was　extracted　according　to　the．　method　of　Sarnbrook　et　al．　（1989）．

ff，；RIC－PCR　was　ae．hieved　by　msifig　pri’raers　E　RICIR　and　ERIC2　whkck　are　specific　to　the

consemred　repetiti’ve　sequence＄　in　bacteria　（Mcmanus　and　Jones，　1995）．　．4Lmplifieation

was　perfg｝”med　in　a　tota｝　vol“me　ef　50pt　coRtaining　67mM　Tris－1－IC｝　（pH　8．8），　2．OmM

MgCl，，，　O．125mM　eaeh　of　dATP，　d（．）’1’P，　dGTP　and　dTTP，　2．Ounits　oi’　TaqDNA　polyn’ic｝rase

（TOYOBO，　Japan），　50pmol　each　primer，　and　12Ll　of　a　50　ng／ml　solution　of　purified　li）NA．

｝’CR　reactions　we，re　perforraed　in　a　therma｝　cycler　（Astec，　JaparD　uRder　the　fe｝｝owiRg

conditions；　94“C　for　4　min　for　thc，　first　cycle，　30　cycles　of　94“C　for　l　mirt，　52　eC　for　hrrtiR

a捻d72。C負）r　l　IY猛k，　aRd　a　fina玉cyc沁of　72。C　for　1◎mi嚢．

　　　RFLP－PCR　was　done　using　primers　￥1　and　Y2，　specific　for　E．　carotovora　（He，lias　et

al．，　1998）．　The　volume　and　eoz’itent　of　amplifi（i）ation　reactions　followed　as　des（／）ribed

abOve．　Airiplificatめn　was　doRe主爲he　therma驚yder膿derもhe　follow魚g　co繭、も沁嚢s；
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35　cyc｝es　of　30　sec　at　94　eC，　30　sec　at　65　℃，　and　45　see　at　72　OC．　The　arrtpttf｝eatioR　cycles

wαeprecede（玉by　a　de薮aも慧raもion　step（）f　5　m血aも95℃aRd　f｛）慧owed　by　a塗e1◎難gation　step

of　I　O　Mifi　at　72　“C．　RFLP　aka｝y＄is　of　pectate　lyase　gene　was　doRe　as　fellews；　the　amplified

DNA　was　ethauol　precipitated　aRd　resuspended　in　5e　2“g　ef　I　O　raM　Tris一｝ICI　（pH　8．e），

h磁EDTA。　Aλiq慧◎もs◎f漁¢c◎RceRもraも¢d　DNA　w穆艶digested　wi撫8α篇3A　aも37℃長）r　2　h

短ai5μεvo1㎜e　acco雌n菖沁もhe　man毫】ぬ。もureゼs　reco㎜endat玉ons．

RESULTS　AND　DISCUSSION

　　　Emoinia　carotovorct　subsp．　cctrotovora　strtms　isolated　from　various　plants　in　Kerea

had　differences　in　their　bacteriological　properties，　and　were　grouped　into　6　biovars　（Table

i　and　3）．　Bacteriological　characteristics　of　the　strains　such　as　ability　to　grow　at　36　eC，　to

produce　reduc．ing　substances　from　suerose　and　aci，ds　from　cr　一methyl　glucoside　and

palatinose　are　considered　to　be　useful　to　distinguish　E　cc　and　Eca　（Lelliot　and　Dickey，

1984；　Schaad，　1．980）．　Two　biovars，　B　and　L，　showed　the　similar　propertieS　to　Eca　（Table

1）。The　varia£ions　of　bめvars　wit㎞K（）rean　stralns（）f　Ecc　were、肱r　greater撫an　those◎f

bievars　within　Thai　strains．　A　｝itt｝e　variations　were　also　observed　iR　the　biovars　of

Japanese　strains　（Kamjanarat　et　al．，　1987）．　The　results　of　the　present　study　are　in

agreement　with　Tanii　（1984）　who　observed　variatiens　of　JapaRese　strains　of　Ecc　in　their

ab鐵もy　t◎pr（）d鷺ce　redncing　s慧bsta塗ces　fr（）m　sucr◎se殿d　acid　producもi◎n　fr（）獄α一meもhy玉

91慧。◎s韮de．

　　　The　K：oreaご蓋stra㎞s　of　Ecc　were　div宝ded㎞も。もw◎paもh◎vars，　paもh◎var　l謙d豆（Table　2

aRd　3），◎嚢th的asis◎f　their　ab蹴yも◎c徽se　s祓r◎t◎n　the　test　plaRもs．　A玉，｝　Ecc　stra齢

Table　1．　Bacteriolegical　prox）erties　of　Koreai’i　strains　of　Si　rzvd，？ziG　carotevora　subsp．　caTotovores

Biovars
Charater

B D E F G
　　　Ecca）
L

Ecaa）

Growth　at　36”C

Reducing　substances　from　suerose

Casein　hydrolysis

Indole　production

Acid　production　from

　ur・’alatinose

　S◎rbito圭

　　a　一methy｝　glucoside

十
十
十

十
十
十

十 十

十
十

十

十

十 十
十

十
÷

十

十

Wb）

十
十

十

十

No．　Korean　strain＄　（23） 5 4 5 1 6 2

a）Type　sもra蟄s　o凱．　caT伽vひ簿＄疑bsp．　cαroto？，．」（）rαa廻subsμ伽γ03θρ書乞。α，鵬pecも韮ve至y

h）　w’ G　weak　positive

Tab霊e　2。　Dif食｝！塾e登t重aもioR（）f　KOrean　sもra蟄s（）fEmein乞αcarotov◎ra　subsp。　ear◎tovora嚢噴，（》峯）aもh◎var

Pathovar
Pathogenicity　to

Onien Toruato Cueu艶b愈r P◎t就o
1　o．　of　strains

1
八

十 十
十

十
十 十

22
P
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Table　3． Grompings　of　rcwwwt7gi・a，　ca？”oto’vora・　sttbsp．　caTogo’vera　strains，　by　biovar，　pathovar，　RFLP　of　a　pel．

gene　and　ERIC　analyses

Strain ＄our¢e Isolated　frora
Year
董SO量atΦ（肇

B重。．var B’athovar　RFLI）ee＞　ERICb）

翫c1／95

Ecc2／95

Eec3／95

Ecc4／95

Ecc5／95

Ecc6f95

Eeel／96

Ee．c2f96

Ecc3／96

Ecc4f96
Ea．c5／96

E《こ（こ6／96

Ecc7／96

Ecc8／96

Encgf96

Ec‘c11／96

鷺cc玉2／96

Eec13／96

Ecal　4／96

Ecel／97

Ecc2／97

E¢c3／97

慰。（A／98

Pyungehang，Korea
至登je

　1－

Wa蜘
ChwnekoR
Pyu駿暮cha㎎

B◎薮麟wa

Hoengke
Chunchoii

Pyungchang
Hongschon

Ckunckoll

　　ll

HoRgehoR

Hong¢hon
Pyur．鷹chan慕

　　！f

　　ク

琶◎ngch◎鍛

Chun¢hon

Kan慕sun9
醗．ly繰9

Kal憾＄ung

Was隷bi

C撮。《♪ry

Potato

C㎞灘se　cabわage

　　　　lf

Potato

Ckiikese　cabt｝age

　　　　lt

　　　　ク

　　　　ク

　　　　tt

Wasa．転）量

Onion

Crisphead　lettuce

Radish

Potat，o

Cuea獄ber
Pumpkin
PO撫も◎

PePP礁r

Cala

P◎もaもo

Cactus

599

V
〃
〃
〃

1

　
＄
〃
9
9
〃
〃
〃
〃
ク
〃
〃
〃
〃

　
1

　
　
　
拶
～
　
　

8

〃
〃
〃
9
9
〃
〃
9
9

　
　
　
1
1
議
　
　
　
　
　
1

慕
8
F
鷺
鷺
α
8
沿
D
L
沿
B
D
G
L
鷺
G
G
E
G
G
鷺

1
τ
蓋
一
了
五
π
聾
I
f
韮
I
I
韮
I
I
歪
1
｝
τ
1
1
τ
玉
1
τ
三
I
I
玉
－

3
1
慧
王
5
3
礁
¢
7
8
1
9
1
滋
お
一
＄
3
◎
4
7
纏
8

　
　
　
1
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
1
　
　
肇
1
竃
↓
叢
1
1
　
　
1

・e）RFLP，　restrict，io，　n　fragment　ierigth　pol．y’i’riorphi，＄m　of　a　pel　gene

b’

jERIC，　er｝terobacteria］　repetitive　intergeRic　cor｝sensug．

ca篭、ユsed　soft蹴in　t◎！．lkat◎P玉ant，伽on，　eucumber　and　potato（pathovar　l），　except　for

sもra圭飛Ecc5／95もhaもsh◎wed欝◎paもh◎geRicityも◎◎r≧i膿（．paもhovar　K）．　Va懸aもi◎R＄◎f

pathovars　within　Ece　strains　of　Korea　were　less　than　those　wit；hin　Japanese　strains

（KarajEmarat　et　ut．，　1987）

　　　The　Korean　strains　of　Eec　werc），　separated　into　18　p．　roMes　based　on　the　fmgff，rprints　of

ERIC－PCR　（Fig．　1　and　Table　3）．　These　profues　shewed　that　the　KereaR　straiRs　have

wider　diversity　than　Thai　stra，　ins　（Seo　et　al，．，　2000）．

　　　A］1　preduct＄　obt，ained　by　PCR　for　？3eg　geRe　were　of　the　expected　size　（434　bp）　except

E　carotovora　subsp．　beta’vascax，eorztm　in　which　no　fragment　was　found．　An　RFLP

analysis　by　d呈ge就ing　the　amplified　fragments　w．1塩ε徽3A　was㎜dertak鱗and　reve綴ed

two　RFLP　groups　（Fig．　2　anct　Table　3）．　ln　the　previous　study，　most　of　the　Thai　strains　of

Ece　were　showr｝　to　be．long　to　the　RFLP　grouy）　1　（Seo　et　cml．，　2000）．　ln　corrtrast，　the

current　study　inciicated　that　most　of　the　Korean　strains　of　Ecc　belongs　to　the　RFLP　group

2．　ln　genera｝，　the　proMes　obtained　from　the　ERIC　and　RFLP　ax｝alyse＄　of　the　KoreaR

strains　of　Ecc　have　no　（jljrect，　correlation　to　the　bl　ovar　｝ind　pathovar，　although　alk　strain＄　of

bめvar　E　be垂◎熟g　toもhe＄ame　RFLP暮roup　1．
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M　1　2　3　4　5　6　7　8　9　10　11　12　13　14　15　M M　16　17　18　19　20　21　22　23　24　25　26　27　28　29　M

一2，0

一〇．6

一〇．2

Fig．　1．　ERIC－PCR　patterns　generated　from　purified　DNA　of　E．　carotovora．　PCR　products　were

　　　　　　　separated　on　a　2．096　agarose　gel，　st痂ied　with　ethidiurn　bromide，　and　photographed

　　　　　　under　UV　il］umination．　Lanes　labeled　M　were　run　with　the　DNA　size　g．　t，andard　（kb）．　Lane

　　　　　　　1，　Ecc2／95；　Lane　2，　Ecc5／96；　Lane　3，　Ecc7／96；　Lane　4，　Ecc11／96；　Lane　5，　Ecc3／95，　Lane　6，

　　　　　　　Ecc6／95；　Lane　7，　Eccl／95；　Lane　8，　Ecc3／97；　Lane　9，　Eccl／96；　Lane　10，　Ecc5／95；　Lane　11，

　　　　　　Ecc2／96；　Lane　12，　Ecc3／96；　Lane　13，　Ecc4／96；　Lane　14，　Ecc6／96；　Lane　15　and　29，　t，he

　　　　　　　same　PCR　mixture　but　lacking　template　DNA　（control）；　Lane　16，　Ecc14／96；　Lane　17，

　　　　　　Ecc4／95；　Lane　18，　Ecc8／96；　Lane　19，　Ecc13／96；　Lane　20，　Eccl／9，　7；　Lane　21，　Ecc9．　／96；　Lane

　　　　　　22，　Ecc12／96；　Lane　23，　Ecc2／97；　Lane　24，　Eccl／98；　1．ane　25，　ATCC15713T　（Li．　caTotovo？”a

　　　　　　　subsp．　caTotovoTa）；　Lane　26，　ATCC33260T　（E．　carotovora　subsp．　atrosept．i．ca）；　Lane　27，

　　　　　　ATCC43762T　（E．　carotovoTa　subsp．　betavascwtLtor2Lm）；　Lane　28，　ATCC43316T　（E．

　　　　　　carotovoTa　subsp．　wasabiae）
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Fig．　2．　RFLP　analysis　of　the　amplified　fragments　of　a　peLY　gene．　The　DNA　products
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