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Characterization　of　Erwinia　carotovora　subsp．　carotovora　Strai皿s
　　　　　　　　　　on　the　Basis　of　Cellular　Fatty　Acid　Composition

SaRg－Tae　SEO“，　Naruto　FURUYA　and　Yoichi　TAKANAMI

L＆boraもく｝ry　of　P圭ax｝t・Pathol（）縁y，　D叢vj給k｝糞◎f　Plamt要》atk（｝三《）暮y畿盤（圭Pes垣eide　Sc玉e数（コ慈，　Departra《遊も◎f　App套e（霊

Geaeもics　aRd　Pes麗撒昭er農e璃Fac嘘y◎f　AgPtcuitu．re，　Ky蓑sku　University，　Fuki三◎k撫812－858Uapa鼓

　　　　　　　　　　　　　（Recstved　September　17，　200f　arut　accapted　November　2e，　200i）

　　　Eighty－seven　strains　of　Er2vinia　caTotowora　subsp．　carotovora　（Ece）　isolated　from

various　host　plants　in　several　geographie　regions　of　Asia　during　differe，nt　years，　were

characterized　by　their　fatty　acid　compositions．　All　strainS　contained，　in　ciecreasing　order　of

amount　present，　laumic　acid　（12：0），　palmitic　acid　（16：0），　palmitoleic　acid　（16：1　cds　9），　vaccenic

acid　（18：1　cis　l　l）　and　one　unideRtified　fatty　acid　（Uft一一3）．　Also　present　in　seme　but　not　all

sも舳swere　ca麟餓。…d（1◎：◎），翼晦sも圭。　addσ4：◎），3－kydr◎xy圭a題。翫dd（12：◎3－0｝翼），　s乞e麟c

aci｛1（18：◎），蓋難《）蓋e重（｝ae董d（18：30露9，王2）ε膿d薮）ur　1癒（艶難も盗e（匪鍛もζy　aci（孟s（UR－i，Un－2，　U轟＿4　a澄d

Un－5）．　ln　cluster　analy＄is　based◎R　the　fatty　ac童d　c◎mpositi◎n，撒e　Ecc　sもra無s聡re　co即◎sed

of　two　groups　（1　and　ff）．　WheR　the　strains　were　grouped　according　to　their　geographical　origins，

some　relationships　were　found．　All　Korean　and　most　of　Thai　strains　be｝onge．d　to　the　group　fi，

while　Japanese　isolates　belonged　to　the　both　grou．ps．

INTRODUCTION
　　　The　plant　path◎genic　eRter◎bacもe血m　Emoiniα　caro醜orα・subsp．　oavotovo？fa（Ecc）

belongs　to　the　soft　rot　group　of　erwirtias　and　has　the　abihty　to　infect　a　number　of　plant

species，　including　several　economically　irnportant　crops．　Previous　attempts　to　characterize

Ecc　strains　on　the　basis　of　pathogenicity　and　biochemical　characterisnies　（Lelljot　and

Dickey，　1984；　Srnith　and　Bartz，　1990），　serology　（De　Boer　et　at．，　1987）　and　molecular

biology　（Darrasse　et　al．，　1994）　have　shown　that　there　is　a　great　deal　of　variability　in　this

subspecies．

　　　Fatty　acid　aRa｝ysis　has　beceme　a　vaiuabie　taxonornic　teol　in　classificatioR　of　plant

pathogekic　bacterta　（Moss，　1981）．　Sorae　grellps　ef　bacteria　have　prorues　sgfficiektly

d撚erent　fr◎m　e哉ch◎therも。　pe血球differeRtiatめ汽based◎嚢afew　cale軍閥ed　parameters，

such　as　percentages　of　individual　fatty　acids．　The　fatty　acid　analyses　of　E．　carotovora

have　been　described　（De　Boer　and　Sasser，　1986；　Wells　and　Moline，　1991）．　However，　little

is　known　about　detailed　characterization　of　Eec　strains　in　Asian　areas．　ln　this　study，　we

examine　the　cellular　fatty　acid　compositions　of　Ecc　strairts　isolated　frorn　Thailand，　Korea

and　Japan　by　gas－liquid　chromatography．

MATERIALS　AND　METHODS

Baeterial　strains
　　　Relevant　charac’teri，stics　of　Ecc　strains　used　irt　this　study　are　listed　in　Table　1．　AII　the

＊　Laboratory　of　Plant　Pathology，　Division　of　Plant　Pathology　and　Pesticide　Scien¢e，　Graduate　School　of

　Bioresource　and　Bieenvironmental　Sciences，　Kyustu　University，　Fukuoka　812－80”81，　Japan
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a）　Group　and　cluster　anaiyses　on　tl’ie　basis　of　fatty　acid　composltien．　See　Fig．　I

b）　moF，　Mmistry　of　Agricuiture，　Forestry　and　Fisheries　Genebank，　Japan
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strains　were　stored　in　freezing　medium（sk㎞m丑k　100g，　so（加m　glutamate　10g，（懸st皿ed

water　l　liter）　at　一70“C．　WheR　required，　aR　strains　were　growri．ox　MGY　agar　（martnito｝

10．Og，　L－glutamic　acid　2．Og，　KH2PO4　O．5g，　NaCl　O．2g，　MgSO4・7H20　O．2g，　yeast　extract

O．25g，　agar　15．0　g，　dist皿ed　waVer　1　liter，　pH　7．0）（Keane　et　al．，1970）at　28℃for　2　days．

Prepara纏OR　of　the　sa搬P盈es

　　　Extraction　of　whole　cellular　fatty　acids　was　conducted　by　the　method　of　Gu（imestad

et　al．　（1988）　with　slight　modifications．　Bacterial　strains　were　cultured　for　2　days　on

Kirtg’s　B　agar．　PortioRs　（approtmately　5　ng，　fresh　weight）　of　cells　were　methyiated　witk

O．5　mi　5e／o　HCI－methanol　at　l　eO　OC　for　3　hr　in　a　sealed　glass　tube　to　obtain　fatty　aeid　methyl

ester　（FAME）　derivatives．　After　methanolYsis，　one　ml　of　water　was　added　and　the　FAMEs

were　extracted　with　petroleum　ether　by　shakmg．　The　solvent　phase　was　washed　with

equal　volume　of　distilled　water　te　rerReve　HCI　aRd　dehydrated　by　ptxiRg　with　O．5　g

anhydrous　sodium　srdliate．　The　organic　phase　was　concentrated　by　blowing　nitrogen　gas．

Samples　were　stored　at　一20　eC．

Ana1ys董s　of¢e】ほ穫豆a罫fa；t旬acidS

　　　Two　mieroliters　of　the　coneentrate　was　injected　into　a　GLC　chromatograph

（S㎞adzu　C－R－7A　Plus）eq血pped輌th　HR－SS－10　cap皿ary　colurnn．　The　co1㎜and

inj　ectioR－port　temperature　were　maintained　at　1800C　and　2500C，　respeetively，　aRd　the

費◎wrate◎f　ni敏）gell，　gas　was　50　my麗n．　Under　these　eo熟d並i◎ns，　methyl　esters　were

separated　in　about　15rnin．　Fatty　acids　were　identified　by　comparison　of　retention　ttmes

with　those　of　21　purified　reference　standards．　Euclidean　distance　among　the　strains

based　oR　fatty　aeid　compositioR　was　assessed　wtth　average　liRkage　eluster　amalysis

proeedure　using　the　statistic　package　software　SYSTAT．　’

RESULTS　AND　DISCUSSION

　　　Fatty　acid　profiles　can　be　affected　by　culture　conditions，　physiological　age　of　cells，

and　experirrtental　factors　in　the　laboratory　（Casano　et　aL．，　1986）．　KB　medium　was　select－

ed　for　this　study　because　the　greater　diversity　of　fatty　acids　detected　in　ce’ 撃撃刀@grown　on　KB

tha数雛。瓠s　grow蓑◎丑TSA　medium（We璽s　a漁d　M◎㎞e，199i）．

　　　Vaccenic　aeid　（18：1　cis　11），　palmitoleic　acid　（16：1　cis　9），　palmitie　acid　（16：0），　lauric

acid　（12：0），　and　one　unidentified　fatty　acid　（Un－3）　were　present　in　all　the　87　strains．

Caprie　acid　（IO：O），　myristic　acid　（14：0），　3－hydrexylauric　acid　（12：0　3－OH），　stearic　acid

（18：e），　linoleie　acid　（18：3　cis　9，12）　arid　four　imideRtified　fatty　acids　（Ult－1，　Un－2，　Ul14

and　Un－5）　were　found　in　some　but　not　all　strains．　De　Boer　and　Sasser　（1986）　reported

that　the　E　cc　and　E　ca　could　be　differentiated　by　some　of　the　calculations　based　on　the

ratio　ef　12：e／l4：0　aRd　16：0／12：0．　Valiie＄　for　these　ratios　gf　〈3．71　aRd　＞4．87，　respectively，

were　llsed　as　benctmarks　for　Eca　strains，　while　the　contrasting　“alues，　＞3．71　and　〈　4．87

were　used　asりenchmarks　for　Ecc　strains．　In　our　study，　an　stra血s　except　one　strain

（S8488）　were　below　3．1　for　the　ratio　of　16：0　divided　by　12；O．　However，　24　out　of　87

strains　were　Rot　acccrdance　with　the　ratig　gf　12：0　｛ilivided　by　14；O　for　Ecc．　［1］hese　resi21ts

indicated　that　the　intermediate　strains　could　be　odstinguished　from　both　typical　E　cc・and

Eca　in　fatty　acid　composition．
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　　　Apartial　relaもi◎丑sh隻p　beもwee簸撫e餓もy　acid　c◎搬p（）siもi◎嚢s　and　ge◎g罫aph董ca三◎鍍g麺s

was　fb膿d．瓢ea丑perce魏age　of頗dent懲ed蹴ty　acid（iUR－5）fbr、　K◎rea識sもra短s　were

s逡n董ca滋1y　h㎏her　than康aも負）r　Thai　and　Japanese　stra鎗s（Table　2）．　In　c短ster　a捻a1ysis

Table　2． Percentage　of　fatty　acids　in　87　strains　of　E．　carotovora　subsp．　carotovora　isolated　from

Thailand，　Korea　and　Japan

Thai　（n＝22）b） Korean　（n＝23） Japanese　（n　＝42）

Fatty　acid Relative　O／o　present Relative　O／o　present Relative　O／o　present

Range　Mean　hr　SDc） Range Mean　±　SD Range Mean土SD

10：0

12：0

14：0

Un－la）

16：0

16：圭eis　g

Un－2

12：g　3－OH

18：e

gR－3

URTil

18：3　cts　9，12

18：エ。お11

Un－5

　O．O－11．6　3．9　hr　3．2

　6．3－15．7　10．2±2．O

　O．7－5．7　2．6±1．2

　0．O－9．8　1．1±2．1

10．7－22．4　17．4t2．9

15．2－26．2　19．412．8

　0．O－2．4　O．5±O．6

　0．g－i．7　c．sthc．s

g．c－e．g　e．3tho．2

5．1－15．3　9．edr2．4

0．o－e．s　o．2ie．2

e．o－2．s　o．3dre．s

17．5－46．6　34．21：Z3

0．O－1．5　O．3±O．4

　O．O－12．9

　7．0－18ユ

O．O－9．2

0．O－1．5

　9．2－19．9

14．2－25．O

O．OB．6

e．g－6．3

e．ee．3

4．6－l12

e．g－1．6

0．e－e．3

28．5－53．4

0．08．9

4．2±3．5

11．4　±　2．7

1．7±Lg

O．1±O．4

14．3±3．l

18．3一＋2．8

0．2±O．7

C3　±　1．3

g．3±g．g

7．◎：圭1．9

g．2±e．4

e．o±e．1

39．9±6．4

2．2±2．4

　O．O－18．0

　2．1－20．2

　0．O－10．6

0．O－2．5

10．2－31．8’

4．3－33．7

e．e－2．4

e．g－2．l

g．g－2．2

1．6－22．7

e．o－1．7

e．o－g．s

6．9－51．7

0．O－3．1

4．5±4．6

10．5止2．8

2．2±2．3

0．3±O．6

19。5±壌．6

22．7　dr　5．8

0．3　dr　e．s

c．3＊g．s

◎．5士◎。7

1e．3±3．7

◎2：：ヒ◎．3

0．2　±　1．9

282土11．1
0．3土0．7
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b）nnumber　of　strains
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。）SD，　standard　deViation
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Fig．　1．　Relationships　among　87　strains　of　E．　carotovora　subsp．　caTotovora　on　the　basis　of　fatty

　　　　　　acid　composition．　Gr。叩s㎜d　clusters　are血dicated　on　the　le乱．　N㎜bers　of　strぬs　are

　　　　　　in　parentheses．
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based◎難餓ty我cid　c◎脚osiも重◎轟，もhe　Ece　st聡拠s　were　c◎搬：P◎sed◎f纏。　gr◎疑ps（l　a嚢d嚢）

and　seven　clusters　（A－G）．　Most　of　strains　used　in　this　study　belonged　to　cluster　A，　E　and

G．　All　Korean　and　most　of　Thai　strains　belonged　to　the　group　ll，　while　Japanese　isolates

beloRged　to　the　both　grollps　（Fig．　1）．

　　　　Further　s綴（紅es　with　larger　numbers　of　strains　and　analysis　under耐ferent　cultural

conditions　will　be　required　to　understand　relationships　among　geographie　origins　of　the

p就hoge鷺．
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