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　　　　The　bioehernical　and　gene．　tie　characteris　titts　of　11　E7rtvinia　carotovor（x　strains　froin　potato

were　compare／rd　with　those　of　reference　strains，，li］．　caTotovom　subsp．　atrosel）tica　（Eca）　and　E．

carotovora　subsp．　caTotovora　（Ecc）．　On　the　ba＄is　of　26　phenotypic　characte，rs，　four　of　the　11

s悪ra類s　sho駝d雛er照eご賊e　eharact．ers　betweek　Eca・and　E（｝c，　and　the　rest◎fぬe　sもrains騰re

ldentif至ed　as鱗）ica圭riftember＄◎粥cc．　Curre｝｝t，搬e撫◎6s　f◎r　different重aも沁盤Of・Eca　and翫物恥

both　imprecis礁and　t㎞e　const圃ng．　We　haxr¢　used　enterobae．teria1　repetitive　i．ntergenic　con＄en－

sus　（ERIC）rm’m’1／’CR　to　differerit：’iate　the　bacteria．　tStmilarity　of　ERIC－PCR　r）atterns　within　the

Eca　strains　was　very　high，　whereas　within　the　Ecc　group　extE／．nsive　genetic　diversity　was　found．

鷺斑C－PCR　pattems　ef　biochemica｝ly玉nterm磁iate　strains　s｝towed玉◎w　s㎞ilari確to　th◎se◎f鷺oa

strains．　A轟ERIC　一　PCR　fra菖ment　fro灘歪…⊃ca　tYl）e　stra重R　was　l．＄《）墨aもe｛i，農猟肇誌w農s慧se（韮as茎）ro乏）e

for　Southem　hybr，idization．　The．　probe　hybri（1　ized　only　wtt｝tt　．Eea　strains．　Orie　reference　strain

（MAFF　301296）　originally　described　as　Ecc，　was　identified　fi＄　Eca　by　ERIC　”’m”　PCR　analysis，　artd

this　result　wus　confirmed　by　biochemical　tests．　ERIC－PCR　analysis　for　di，fferentiation　of　Eca

and　Ecc　provides　a　relatively　fast　and　sensitive　alternative　to　routinely　applied　biochemical

tests．

INTRODUCTION
　　　Eswinia　carotovo－ra　（Jones）　Bergey　et　ag．　is　the　¢ausal　ageiit　ef　bacterial　soft　rot　in

many　different　plant　species，　including　potatoes　（Sotanzem　tzLbeToszLm　L．）．　Under

temperate　condit；ions，　soft　roti　of　potato　crops　is　primarily　caused　by　two　E．　caTntovoTa

subspecies。燗e　E．（瀦γりめ？ノore　subsp．α6γ08曜）認。α（Eca）is　specif護（こally　associated　with

potato，　E．　ca．’rotovora　sgbsp．　caTetovora　（Ecc）　is　wade＄pread　and　kas　a　wide　hostrakge’

besides　potato　（Perombe｝olt．　and　Kelma／n，　1980）．　Thus，　different：iation　of　the　two

subspecies　is　im／portant　for　potato　growe．rs　in　making　adequate　crop　rotation　choices

when　they　face　a　field　contamination　probl，em．

　　　Dl王ferences　were　rep◎r艶d　be鯉ee難Eca誠（量Ecc　st翻難s　regar（ii熟菖their　paもho齢憩city

an（1　biochemical　eharacteri＄tics　（Lelliot　and　Dickey，　1984；　Srriith　and　Bartz，　2990）．

Bioehemical　test＄　are　accepted　as　a　standard　for　differe．ntiation　of　Eca　and　Ecc　（1）e　Boer

et　（．zl，．，　1978，　1987；　Dye，　1969）．　However，　the　biocherrtic’al　tests　are　lengthy　and　eostly．

＊　Laboratory　of　T’iant　Pat，hology，　Division　of　．Plant，　Patho｝ogy　arid　Pesticide　Science，　Depart，ment　of

Applied　Genet；ie．s　and　Pest　Management，　Gre｝duate　School　of　Bioresourcte　a，nd　Bioenvirc　nrnental

　Seiences，　Kyu，s｝ua　University
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Moreever，　．E．　carotovoTa　strains　that　are　inte．rmGdiate　betvv’ee．n　Eca　aRd　Ecc　iri　bio－

chem．ical　properties　were　also　foun（：i　（Tarni，　1984；　Thomson　et　al．，　1981）．

　　　Amumber◎f　other　meもh◎ds　have　been　us畷も。磁fferentiate　the　s濾spec玉es，　b鷺もa1玉

have　limitat，ions．　The　high　serological　heterogeneit，y　and　cross－reactivit．y　between　the

s慧bspecles　have　lj識誌e（藻もhe鷺se◎f　serelo＄y（De　Boer　P％編。，1987）。　Faもty　add　pro貸1ing

has　been　used　to　differentiate　the　subspecies　but　has　been　of　only　limited　success　（De

Bcer　and　Sasser，　1986）．　DNA－DNA　hybridiza’tioR　is　accurate　bu，ttime－coms“K｛iRg　aRd

unsuitable　for　routine　use，　espeeially　when　large　numbers　of　strains　are　involved

　　　Recently，　rep一一PCR　（ERIC，　REP　and　BOX）　technique　for　subspecific　differentiation　of

so搬鱒aもhovars　Of　Psθ篇do脚徽∬沸・7？，gcxe　aRd　X㈱漉槻。鶉α∬pecies　has　beex　reported

（Louws　et　al．，　1994）．　li］nterobacterial　repetitive　interssenic　eonsensus　（ERIC）　sequGnces，

which　are　short　repetitive　DNA　sequence＄　with　highly　¢oRs　e．rved　ee．　Rtral　inverted　repeats，

are　dispersed　throughout　the　genomes　of　diverse　bacterial　species．　The　objectives　of　this

study　were　to　deterinkte　whether　ERIC－PCR　genemic　fingerprinting　could　be　used　te　dif－

ferentiate　the　two　Er’winia　subspecies　（Eca　and　Ecc）．　Furthermore，　the　result　is

compared　with　that　obtained　using　biocheinical　tests．

MATER｛ALS　ANI）　METHODS

Bacterial　strains
　　　The　baeteria｝　strains　used　iR　th，is　work　are　listed　iR　Tab｝e　i．　All　the　straiRs　were

stored　at　一70　eC　in　100／）　＄kim　rnilk　ar’id　cultured　on　MGY　agar　（mannitol　10．0　g，　L－glutamic

Ta嚢》】【e　1．　＄trainS　use（玉主ま．．1　th孟s　Gxperimenも

Spor1）ies St’，rain　des　ignationa） Plant　host， Geographi〈／r　origin

E．　caroto？．）ora　sLibspecies 493－3

493－」r

3f95
6／9，　5

慧／96

14／96

3／9．　7
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ab　ATCC，　American　T．vpe　Culture　Co．　llect，io．n，　Rockville，　Md，　U’SA；　1．MG，　1．aboratorkkm　voor

Microbiologie，　Gent．，　Belgium；　MAFF，　Ministry　o，f　Agriculture，　Forestry．　and　Fisheries　Gene

　BaRk，　，lapai｝



1）？：tre？“entiatio・｝z（～ブEア”ze・inia　carogo’vo？”a　s？．めsρ．α辞りs縦磁α擁。α磐。‘微磁 3

acid　2．0　g，　KHzrPO4　O．5　g，　NaCl　02　g．，　MgSO4・7H，D　O．2　g，　yeast，　extract　O．25　g，　aga．r　15．0　g，

distMed　water　1　｝iter，　pH　7．0）　at　28℃　for　2　ciays　（Keane　et　al．，　1970）．

Bio¢he膿ica璽tests

　　　Twenty－six　physiological　and　biochemical　te．sts　were　performed　aeeording　to　the

authentic　methods　reported　by　various　researchers　（Dye，　11969；　Schaad，　1980；　Lelliot　and

Dickey，　1984）．　Tests　iRc｝uded：　growth　at　36“C；　aRaerobic　growth；　ability　to　cau＄e　soft　rot

in　potato；　presence　of　oxidase；　production　of　yellow　pigv　ment　on　YDC；　mucoid　growth；

urease　activity；　H2S　produetionl　tolerance　to　KCN　and　5Ck）　NaCl；　production　of　reducing

sub＄tanee＄　from　s　ucrose；　casein　hydrolysis；　irtdole　prodttction；　acid　production　from

carbohydrates　utilized　as　a　sole　source　of　carbon；　and　utilization　of　various　organic

CO蓑．峯PO難nds．

ERIC－PCR　and　Southern　hybridization
　　　PCR　was　performed　iR　a　theirraai　cycler　（Aste．e，　JapaR）　b｝・｝　using　prtwers，　ERI’C2　and

ERICIR　（Versalovic　et　aL．，　1991）．　Total　1．）NA　for　PCR　was　extracted　according　to　the

methed　of　Sambrook　et　aL．　（1989）．　Arnplification　was　performed　in　a　total　volume　of　50zel

coittaming　67inM　Tris／HCI　（pH　8．8），　2．0　raM　MgC｝2，　O．125　raM　eaeh　of　dATP，　dCTP，　dGTP

and　dTTP，　2．0　units　of　Taq　DNA　polyrnerase　（TOYOBO，　Japan），　501）mol　each　prtmer，　and

l’垂煤@ef　a　50　ng／mi　f，　o｝i2tioR　of　purif｝，ed　DNA．　PCR　reactions　were，　perfer，med　urider　the

fobowing　conditions；　94　℃　for　4　ntin　for　the　first　cycle，　30　eycles　of　94　℃　for　1　min，　52　eC

for　l　min　and　72℃for　l　mjn，　and　a血1al　cycle　of　72℃for　l　O　min．　Aliquot＄were　analyzed

oR　li．5％agarose　g磁s　and　the　PCR　pr◎伽cts　were　visua三叢聡d　by＄捻韮niR菖wl撫et，h，idiura

brornide．

　　　The　DNA　fragrnents　amplified　with　primers　E　RIC2　and　ERICIR　were　transferred　from

the　gel　oRt，o　nyleR　i’ltei￥tbranes　（HyboRdT”’fi　NT，　Arfiersham　Pharmacia　Biotech，　UK）．　AR

unique　band　detected　in　Eca　strains　was　extractecl　and　used　as　a　ll）NA　probe．　The　probe

was　｝abeled　with　pet’oxidase　and　h：　bridized　DNA　was　detected　by　ECL　geRe　dctstectien

system　（Arriersham　Pharmacia　Biotech，　｛．，；K）．　Hybridizabon　was　performed　as　recom－

mended　by　the　supplier　at　420C　overnight．　The　membranes　were　washed　twice　in　pri一

澱ary　wash重繋g　b縫ffer（6　M　Urea，α4％SDS，0．5×SSC）aも42℃for　20濾：n　a黙d出e轟twice　iR

secondary　washing　buffer　（2　×SSC）　at　room　temperature　for　5　min　before　chemilumi－

nescence　detection．

RESULTS　AND　DISC．　USSION

　　　We　detc’）rrrtined　the　phenotypi，c　chara¢teristi，es　of　a｝｝　the　s’trains　li＄ted　in　rl’able　1．

Eleven　strains　from　potato　were　positive　，in　the　following　phenotypic　characters：　anaer－

obic　gr◎w繊ab二二y　to　cause　s◎髭rot　of　po甑。，　H，S　pr◎磁。もi◎茎㍉もdera汽ceもQ　KCN，翻iza－

tion　of　polygalacturonate．，　acid　product．ion　from：　lactose，　D（十）cellobiose，　i’nositol，

mell，ibiose　and　levij．lose；　and　were　all　negative　for　the　presence　of　oxidase，　production　of

ye圭10w　p圭gmenも。黙YDC，搬慧。◎ld　gr◎Wtk，　urease　acもiviもy　and　utilizat韮α捻◎f　raa｝oRate、

Bacteriological　characteristics　useful　for　dj．＄も、tnguis1』血g　Eca　from　Ecc　are　consider礁d　to　be

the　ability　to　grow　at，　36　eC，　and　to　preduct　acids　from　a－methyl　glucoside　arid　reducing

substance＄　from　sucrose　（De　Boer　et　ag．，　1978）．　Two　strains　（l／94　and　Y96）　were　nega一
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Tab豆e　2．　B撚er沁玉ogicai　ckara¢teristiCS◎罫£C撫a照鷺¢C　Sもr譲主S

St，rai，Rs　of　Ecaa） SgmeiRs　o，f　Ecc
Characteristie

1234　or　678910　11　12　13　14　15　16
Anaerobic　growth

Potato　soft　rot

Oxidase

Yellow　pigment　oR　YDC

Muooid　growth
Growth　at　36　eC

Urease

H2S　produetiort

KCN
，50／o　NaCl

Reducing　substance　from

sucrose
Casein　hydrol：　sif

Indole　production

Acid　production　from

Palationse

Sorb三t◎三

a－methyl　glu¢oside

Lactose

D（十）Cellobiose

lnOS三to｝

D（十）Trehalosc．　e

Meliibio＄e

D（十）Arabitol

LeVU蓋◎se

Maltose
｛∫もi難2二atior乱◎f

Polygalacturonate

擁al◎蓑a撫

十b）　十　十　十　十　一一i一　十十十十　一F　十十十十十

十十十十　十十率÷十十牽十十十三一F

　　　　　十十十十十→一壷十÷一…十
十N十　一一1一　十十十十十十十十十十　一1一　一i一・

十N十十　十十十十十　・一e　十十十十十十
十　N　十　十　十　一1一　十・　十十十　A・…　十十一　一・一　十

十N十　・一F　一一…一十一　一一F　一一一一一

十N一一　十一一一十十一十十十　一｝一　一
一N一一　一十十十一　一”　一一　一一一一　一・

十N十　一一一

十N十　・・V

十N一　・一

w一　ww　“十　’m　十一一一　um　一

一一一一 ¥一十一一一一一
．　tm　一一十　rm　ww　一一一　pm　Lum

十　・十　十十十十十十十十十十
十十十十十十十十十　一一F　・十・　十

十十十十十十十十十千高高
十十十十十十十十十十十一
十十十十÷病癖÷十十率十
rm一@mm　一．十．十一一m　nv　ww
十十十÷十率十十十十率十
W一　ww　一一　’rm　十一一一　um　ww

一N－p　十十十十十十十十十十十十
一N一一　一一一一一一一一一一一一

a）　1，　ATCC　33260T；　2，　LMG　6693；　3，　MAFF　3，　O　l　29，．　6；　4，　MAFF　301614；　5，　ATCC　15713T；　6，　493・一一1；　7，

493－3；　8，　493－5；　9，　3f95；　1，　O，　6f9，　5；　11，　11／96；　12，　K／96；　13，　3／97；　14，　1／94；　i5，　1／96；　16，　Sr79－33－3

h）＋，P◎S玉雛ve　r繊Cもめ鍛；一，　Regative　react．i◎鷺；W，　weak呈y　p◎sitive・reaetlOR；N，　R◎鉱es総（垂

tive　in　the　test　of　grewth　at　360C　aRd　two　strains　（3／95　and　H／96）　were　positive　i，ll　the

t；ests　of　reducing　substances　from　sc．，　ucrog．　e　（Table　2）．　These　results　indicate　that　the　test＄

for　growth　at　36　eC　and　production　of　redueing　substance　from　sucrose　appeared　to　be．

unrehab｝e　for　differeRtiatioR　of　the　tx￥o　＄ubspecies．　MAFF　301296　ttsed　ag．　E　cc　reference

strain　was　unable　to　grow　at　360C　and　was　po，　sitive　in　the　tests　of　acid　production　from　cr

－methyl　gluccside　altd　red“cing　sgbstances　frem　sucrose，　which　are　typica｝　characters　of

Eca．

　　　The　ERIC・一PCR　of　Eea　and　E（：e　strains　gave　different　ERIC　banding　patterns　（Fig，

IA）．　There　was　only　a　limited　variation　in　polymorphisrifi　found　in，　the　Eca　stra．ins　by

ERIO・一PCR　whi］，e　there　was　a　large　variation　within　the　Ecc　group．　This　indicates　that　the

重w◎subspeeies翫re（まiffereRt　at　the　DNA　lev穆玉．　He玉ias認α言。（ユ998）rep◎r総（i撫蕊aもypica1
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Fig．　1．　A）　Agarose　gel　eiectrophoresis　of　ERIC－PCR　products　generated　from　genomic

　　　　　　DNA　of　E　carotovora　subsp．　atroseptzca　（Eca）　and　caTotovora　（Ecc）．

　　　　　　ERIC－PCR　fragments　were　separated　in　a　1　50fo　agarose　gel　1，　ATCC　33260i；　2，

　　　　　　LMG　6693；　3，　MAFF　301296，　4，　MAFF　301614；　5，　ATCC　15713i；　6，　493－II　7，

　　　　　　493－3；　8，　493－5；　9，　3／95；　10，　6／95；　11，　11／96；　12，　14／96；　13，　3／97；　14，　1／94；　15，　1／96；

　　　　　　16，　Sr79－33－3．　B）　Southern　hybrichzation　analysis　of　Eca　and　Ecc　strams　ERIC

　　　　　　sequences　of　Eca　and　Ecc　strains　were　amphfied　with　primers　ERIC2　and

　　　　　　ERICIR，　and　the　PCR　products　were　blotted　onto　nylon　filter　after　elec－

　　　　　　trophoresis　The　ERIC－PCR　fragment　from　Eca　group　（arrow　in　Fig．　I　A）　was

　　　　　　isolated　and　was　used　to　probe　the　Southern　blot．

strains，　such　as　unable　to　grow　at　360C，　were　genetically　related　to　Ecc．　ln　our　study，

ERIC－PCR　patterns　of　two　atypical　E　cc　strains　（1／94　and　1／96），　which　were　unable　to

grow　at　360C，　showed　also　low　similarity　to　those　of　E　ca　strains　（Fig．　I　A）．　Moreover，　the

patterns　of　two　atypical　E　cc　strains　（3／95　and　11／96），　which　were　positive　in　the　tests　of

reducing　substances　from　sucrose，　showed　similar　results　described　above．　ERIC－PCR

patterns　of　MAFF　301296　strain　that　was　originally　described　as　E　cc，　were　similar　to

those　of　Eca　strains．　This　result　was　confirmed　by　the　biochemical　tests．　ERIC－PCR

analysis　c｝arified　the　status　of　strains　with　atypical　biochemical　features．

　　　In　order　to　test　if　Eca　specific　ERIC－PCR　fragments　were　amplified　from　Ecc　isolates，

we　purified　an　ERIC－PCR　fragment　from　amplified　DNA　of　Eca　type　strain　（ATCC

33260’），　which　produced　a　clear　and　unique　band　dissimilar　to　those　found　in　arnplified

Ecc　DNA．　Purified　DNA　（arrow　in　Fig．　I　A）　was　labeled　with　peroxidase　to　use　as　a　probe
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and　the　probe　hybridized　only　wtth　ERIC－PCR　products　ef　Eca　isolates　in　Southern

hybridization，　indicating　that　the　fragment　are　useful　for　PCR－based　detection　of　Eca

isolates　（Fig．　2B）．

　　　　We　have　shown　the　potential　for　rapid　identifTieation　of　E．　carotovoTa　subsp．　mutrosepu－

giau　3Rd　sub＄p．　carogeooras　＄traims　by　ERIC－PCR　al｝a｝ysis．　Furthermere，　we　derao’k－

stra’ted　a　convenient　method　to　generate　a　probe　derived　from　an　ERIC－PCR　fragment

useful　for　PCR－based　deteetion　ef　Eca　strains．
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