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T hirteen  s train s  o f  b acteria w hich po s itiv e reactio n  w ith E L I S A  A g d ia®  kit s pecif ic f o r 

Pantoea stew ar ti i  were tested by standard detection method and compared with  P.  stew ar ti i  su bsp. 

stew ar ti i  L M G 2 7 1 5 ;  the type strain, P.  ag g l om er ans 4 6 3 3 , 4 0 4 5 , 2 0 5 6 9  E r w i ni a c h r y santh em i  

E . c ar otov or a su bsp. c ar otov or a   and  E sc h er i c h i a c ol i  . The standard methods compose of  g ram 

staining , motil ity test, g rowth on nig rosine sel ectiv e mediu m and sal t tol erance. P C R  detection by 

u sing  specif ic primer to 1 6 s-2 3 s rR N A / I TS , c p sD  and h r p S  g ene of  P.  stew ar ti i  su bsp. stew ar ti i  were 

al so tested. The bacteria were cl u stered by A F L P  D N A  f ing erprint, carbon sou rce u til iz ation, sol u bl e 

protein S D S -P A G E  prof il e and 1 6 s rD N A  seq u ences were al so compared. F rom the resu l ts indicated 

that these 1 3  bacterial  strains were not P.  stew ar ti i  su bsp. stew ar ti i . H owev er, al l  strain ex cept X E 7  

and W  strains were identif ied as P.  ag g l om er ans. The resu l t rev eal ed that onl y P C R  detection of   h r p S  

g ene was a specif ic detection method f or P.  stew ar ti i  su bsp. stew ar ti i . 

 

P C R  based detection techniq u es of  h r p S  g ene as a targ et g ene f or detection of  Pantoea 

stew ar ti i  su bsp. stew ar ti i  f rom inf ected pl ant and seed sampl e namel y direct-P C R , mag netic bead-

P C R , ampl i-disk  P C R  and real -time P C R  were compared with E L I S A  f or detection ef f iciency. The 

resu l t indicated that direct-P C R  is the best method based on f ast, easy, sensitiv ity, rel iabil ity and l ow 

cost. The detection sensitiv ity of  direct-P C R  was in the rang e of  1 0
2

- 1 0
3

 col ony f orming  u nit ( cf u )  per 

reaction in pl ant sampl e. F or seed l ot sampl e, sensitiv ity of  detection was in the rang e of  0 .0 2  B 

0 .0 0 7 % of  seed contamination and detection ef f iciency was increased f rom 3 3  to 8 3 % by su b-sampl e 

seed detection. F u rthermore, this detection ef f iciency was cov ered the rate of  seed to seedl ing  

transmission and shou l d be u sed as a standard detection method of  this pathog en in Thail and.  
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'�<�  P. stewartii su b sp. stewartii  ��� � 
����� 
E LI SA  
� � �� �
��� ��&�'$�(� � �# � �# 7�
� @�� ,�  E LI SA   # 7�
� @�� ,�   
Pat h oSc r een®  66 

     7 
� � �� �
��� ��� �+! � ����� (� � �# � �
'�<� �����
� ��  Pantoea stewartii su b sp. 

stewartii���# �� ��� �* � � 
E* * 	��+�� � �+�)
'�<� �  �&�(-�� H  ��� � � ������  PCR   

Mag net ic  b ead-PCR    Real-t im e PCR     A m pli-disk  PCR �*   E LI SA  68 
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��� � �����  ( ��� ) 

� �� �� � 	
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     8 ��� (� � �# � �
'�<� �����
� �� ���� � 
+* @��&��$	��� �
� AB� �
+* @���(��
'�<�  
Pantoea stewartii su b sp. stewartii LMG 2715

T ���  �&�(-�� H  ��� � � ������  PCR 

���! +-��-� �� � 
+* @��&��$	�*  �����-� �� � 
+* @��&��$	 78 

     9 
� � �� �
��� �* &�� ) 
�-��*  �(�(-�� �� � 
'�<�  Pantoea aggl om erans �*  
'�<�  
P. stewartii su b sp. stewartii � -� +�&�
'�<� �����
� �� ���� �! ��������� �����
� �  
��! ��  86 

     10 
� � �� �
��� ���� 
�-���� ��� � ������(-�� H  �� � � ������ (� � �# � �
'�<� �����
� ��  
Pantoea stewartii su b sp. stewartii ���(&� � � -�� ��'� � �� 
+* @����� ��� 89 
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��� � � ��  

 

� �� � 	
 ���� 
  

     1 * 7��&���
� @��� � � �� hrp S �*  # -� ����7�+��'�
� I�! �� 	
+� � 	# 7�� � &�
����� 
Real-t im e PCR E�� �� �C * C * �(���� 123 �,-
�#  * 7��&�
�# �����
# ���(��*  +�
* ,��� � � ,-������
� I�# -� � F or w ar d pr im er  �*  # -� ���+�* ,��� � � ,-����* -�� 
� I�
# -� � Rev er se pr im er  * 7��&�
�# ��
� I�� &�� � (&� � ��
� I�# -� ���
� @��� � C * C * �( 
Real-t im e PCR 35 

     2 �C �C &� �# �� ��� (� � �
'�<� �����
� �� ��
+* @���� � � ������  Dir ec t -PCR (1)  

Mag net ic  b ead-PCR (2)  A m pli-disk  PCR (3)  �*   E LI SA  (4) 39 
     3 ���* ���� � 
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii LMG 2715

T ��� �� ��

* �<� � 
'�<� '���(-�� H  ���* ����� �� ��  N A  � �� $ 2 � &� (� -�)  � �� $ 4 � &� (J) 
� �� ��  CPG  (')  � �� ��  N ig r osine m ediu m  � �� $ 5 � &� (E) 1 ���� �� �� �
���* ���# �� * &�� ) (���1 �� �(��* �� � �$* �� � ��	�(-*  �  � � -�� '-� � ���# ����
+����� 1 +�* * �
+(�  (K) ���* ����� �� ��  N ig r osin m ediu m  � �� $ 2 � &�  
'�<�  
P. aggl om erans 4633 (.)  XE 1 (/) XE 2 (F) XE 3 (L) XE 4 (%) XE 5 (M) 
XE 6 (�) XE 7 (() XE 8 (9) XE 9 (�)  XE 11 (�) Y 001 (�)  �*   W 001 (�) 44 

     4 � ���� �������� ���� � ��# �� �&��$	� ���� � 2 � * &� ���� * ,�
'�<� �����
� �� # ��
�&��$	(-�� H  
� I�
� * � 7 � &� � * ,�
'�<� ��� �  PB S (�) � * ,�
'�<� ��� �  Pantoea 

stewartii su b sp. stewartii LMG 2715
T
 (� =�) � * ,�
'�<� ��� � # �� �&��$	 XE 1  2  3  

4  5  6  8  9  11 �*   Y 001 (�+* 7��&� (J = M) 46 

     5 
�* � �
* ��(� �N � �E�#  0.8 
� � � 	
E@�(	 �# �� �9���
� @�
� �� � C * C * �(��E�� �� 	���
(� � �
'�<� �����
� �� ���� �! ��������� ����*  
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. 

stewartii ��� # &� 
�� � � 	��� � ! �� 	
+� � 	�7�
�� � ��  cp sD  (�)  hrp S (�) �*   16s-
23s r RN A /I TS (�) (7��� �-� ��* ,��� # ���� '�<
� I��9���
� @�� �� � �(-*  � �� �*  
* ,��� # ��7�
� I��9���
� @�
� �� � � �� 16s r DN A  
��� �'�
� I�(&� 
� � �� �
��� �'�<� &����

���� F���� �� � PCR (int er nal c ont r ol) N TC � +�� 9��  non t em plat e c ont r ol 47 
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��� � � ��  ( ��� ) 

� �� � 	
 ���� 
  

     6 ��� 
� � �� �
��� �* 7��&���� �* ��� ! ��	�� � � �� 16s- 23s r RN A /I TS (�) �*   cp sD  

(�) ��(7��� �-� ��+�* 7��&���� �* ��� ! ��	���(�(-�� �&��� � 
'�<� �����
� �� ���� �
! ��������� ��� # �� �&��$	 XE 1  XE 6  XE 8  XE 9  XE 11 �*   Y 001 
��� ��&�

'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii  ��� �'��� � ��� + G eneDoc  Ver sion 

2.6.001 (N ic h olas and N ic h olas, 1997) 48 

     7 
������� +��� �&��* $-+�����
� �� ��� �'�* 7��&���� �* ��� ! ��	��� # -� ��� �  16s 
r DN A  �� � 
'�<� �����
� �� ���� �! ��������� ��� # �� �&��$	 XE 1  XE 6  XE 8  

XE 9  XE 11 �*   Y 001 
��� ��&���� +,* ���L����� +,*  G enb ank  ��� � � ��� 
N eig h b ou r  j oining  b y  per c ent ag e ident it y  
# ������* -�� 1 ��� +�� 9�� �  �  ���  
0.1 (dist anc e) 
'�<� ��+�(&� � &�� � �7�� ���  Pdis � +�� 9��  Pantoea d isp ersa  Pst w  

� +�� 9��  P. stewartii su b sp. stewartii  Panan � +�� 9��  P. ananatis  E w h er  

� +�� 9��  E rwinia herb icol a  E c h  � +�� 9��  E . chry santhem i  E c c  � +�� 9��  E . 

carotov ora su b sp. carotov ora  (&� � &�� � �*  (&� 
* ���(-� ���� '�� � +�� 9��  
ac c ession no. �� � 
'�<� ���L����� +,*  G enb ank  h t t p: //w w w .nc b i.nlm .nih .g ov / 49 

     8 1 ��# �++�(��# �� ��� �&��* $-+
'�<� �����
� �� ������ �'��� * -� ��� 	�� � 95 '��� 

� � �� �
��� ���� � � ������  Pr inc ipal c om ponent  analy sis ��� � �� � ��� + N TSY S 

V. 2.01d  � �  �� ���� � 
'�<� ���� �! ��������� ������ �  
��! �� ! ����-# ��
�&��$	 XE 1-XE 6   XE 8 =XE 9  XE 11 �*   Y 001  � � + 10 # �� �&��$	  A g  

� +�� 9��  Pantoea aggl om erans   �7��� � 3 # �� �&��$	 ! ����- 4045   4633 �*   
20596    LMG  � +�� 9��  P. stewartii su b sp. stewartii # �� �&��$	 LMG 2715

T
 57 

   



 

 

(6) 
 

 

 

 


��� � � ��  ( ��� ) 

� �� � 	
 ���� 
  

     9 
������� +�# �� ��� �&��* $-+
'�<� �����
� �� ���7�+���# � ���� �'��� * -�
��� 	�� � 95 '��� � �
�� � � 	��� �  Sim ple m at c h ing  c oef f ic ient  �*  �&��* $-+��� �
� ��� U PG MA  (U nw eig h t ed pair  g r ou p m et h od of  av er ang es) ��� � �� � ��� +  
N TSY S V. 2.01d  � �  �� ���� � 
'�<� ���� �! ��������� ������ �  
��! ��  
! ����- # �� �&��$	 XE 1-XE 6   XE 8 =XE 9  XE 11 �*   Y 001  � � + 10 # �� �&��$	  
Pag  � +�� 9��  Pantoea aggl om erans   Pd � +�� 9��  P. d isp ersa  Pss �*   
LMG 2715

T
 � +�� 9��  P. stewartii su b sp. stewartii # �� �&��$	��+�
�� �� � � +��  * 


� I���� +,* ��! �����L����� +,*  B iolog ®  58 

     10 
����� ��� +��� �&��* $-+�����
� �� ��� �'�* �� ��+�	��
� @�
�  ��� � 
����� A F LP 

(A m plif ic at ion F r ag m ent  Leng t h  Poly m or ph ism ) � �
�� � � 	��� �  Dic e�  

Coef f ic ient  �*  �&��* $-+��� �  U PG MA  (U nw eig h t ed pair  g r ou p m et h od of  

av er ang e) (&� 
* �
� ��� 
# ���# �� �-� B oot st r ap ������ �7��� ) 1000 �� &<�  ��� �
�� � ��� + W inb oot   � �  �� ���� � 
'�<� �����
� �� ���� �! ��������� �����
� �  
��! ��  # �� �&��$	  XE 1-XE 9   XE 11  Y 001  W 001  �*   W 002  E c h 1 

�*   2 � +�� 9��  E rwinia chry santhem i �� �! ����� ���� ��� �*  �* �� � ! +�  
LMG 2715

T
 � +�� 9��  Pantoea stewartii su b sp. stewartii LMG 2715

T
 59 

11 � ,� ����� � �9� Solu b le pr ot ein �� � �����
� ��  � �
�� � � 	��� �  15 % SDS-

poly ac r y lam ide g el elec t r oph or esis � �  �� ���� � 
'�<� �����
� �� ���� �! �����
���� ������ �  
��! ��  # �� �&��$	  XE 1-XE 9   XE 11  Y 001  W 001  �*   
W 002    E c h  � +�� 9��  E rwinia chry santhem i  LMG  � +�� 9��  Pantoea 

stewartii su b sp. stewartii LMG 2715
T
   E c c  � +�� 9��  E rwinia carotov ora 

su b sp. carotov ora   4633 �*   4045 � +�� 9�� 
'�<�  P. aggl om erans # �� �&��$	 
4633 �*   4045 (�+* 7��&� 60 
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��� � � ��  ( ��� ) 

� �� � 	
 ���� 
  

12 
����� ��� +��� �&��* $-+�����
� �� ��� �'�� ,� ��� solu b le pr ot ein � �
�� � � 	
��� �  Dic e�  Coef f ic ient  �*  �&��* $-+��� �  U PG MA  (U nw eig h t ed pair  g r ou p 

m et h od of  av er ang es) ��� � �� � ��� + G eneTools®  (Sy ng ene, Cam b r idg e, 

U K) � �  �� ���� � 
'�<� �����
� �� ���� �! ��������� ������ �  
��! ��  # ��
�&��$	  XE 1-XE 9   XE 11  Y 001  W 001  �*   W 002    E c h  � +�� 9��  E rwinia 

chry santhem i   LMG  � +�� 9��  Pantoea stewartii su b sp. stewartii LMG 2715
T
   

E c c  � +�� 9��  E rwinia carotov ora su b sp. carotov ora   4633 �*   4045 
� +�� 9�� 
'�<�  P. aggl om erans # �� �&��$	 4633 �*   4045 (�+* 7��&� 61 

13 
�* � �
* ��(� �N � �E�# 
� � �� �
��� ��� �+! � ����� (� � �# � �
'�<� �����
� ��  
Pantoea stewartii su b sp. stewartii LMG 2715

T
 
+�� +�� � �+�)
'�<� �����
� ��

�  �&�(-�� �&���� � 
����� PCR ��� +� hrp S 
� I�� ��
� P�� +��   �. � ��� dir ec t -PCR  

�. � ��� Mag net ic  b ead -PCR  �. � ��� A m pli-disk  PCR  M � +�� 9��  DN A  

Ladder    '-� � �� 1 (&� � � -�� ��! +-+�
'�<� �����
� ��  '-� � �� 2-7 � +�� 9��  �����
� ��
��� � �+�)
E* * 	
� �+(������� ��* � � ���(-*  � ��� �7��� �  1 10  102

  10
3
  10

4
 

�*   105  ( c f u ) (�+* 7��&� 69 

14 �� �+�7�
�� �� � �,-! �� 	
+� � 	(-� � �� hrp S  ��� � 
����� Real-t im e PCR ���
��# � �� F���� �� �(-� 
'�<� �����
� ��  Pantoea stewartii su b sp. stewartii 

LMG 2715
T
  P. aggl om erans 4633 �*    4045    E rwinia chry santhem i      E . 

carotov ora su b sp. carotov ora   E scherichia col i   
'�<� �����
� �� ���� ����
���� ���# �� �&��$	 XE 1  2  3  4  5  6  7  8  9  11 �*   Y 001 70 
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� �� � 	
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    15 �� �+! � �� � ��� (� � �# � �
'�<� �����
� ��  Pantoea stewartii su b sp. stewartii 

��� � 
����� Real-t im e PCR  ��� +�� �� hrp S 
� I�� ��
� P�� +��   �. �� �N �# ��
�� �+
��+�� � # &..�)�# � �*  �7��� �� � ���� �7�� F���� �� �(� � �# � �
E* * 	
� � �+�) 105 9��  1 c f u  �*   N TC (non t em plat e c ont r ol)  �.  �� �N +�(� L��
�  � � -�� � � ���� �7�� F���� �� ��*  � � �+�)
E* * 	  �.  �� �N �# �� �-� Tm  �� �
C * C * �(�� �  r eal-t im e PCR (-� � �� hrp S 71 

    16 
�* � �
* ��(� �N � �E�# �# �� �� �+! � �� � ��� (� � �# � �
'�<�  Pantoea stewartii 

su b sp. stewartii ��C # +�&��<7��'-������ ��� 
� � �� �
��� ��&���� (� � �# � �
'�<�
���
E* * 	��� (� �  ��� � 
����� PCR ��� +�� �� hrp S 
� I�� ��
� P�� +��  72 

     17 
�* � �
* ��(� �N � �E�# �# �� ��� (� � �# � ������� ���� � ��# �� �&��$	� ���� � 2 
��� * ,�
'�<� ��� �  Pantoea stewartii su b sp. stewartii LMG 2715

T
 (����E��� ) �*  

���� ������ * ,�
'�<� ��� � # �� �&��$	 XE  (������ �) ��� � 
����� PCR ���
(� � �# � �� �� hrp S 
� I�� ��
� P�� +��    73 

18 
�* � �
* ��(� �N � �E�# �# �� C * ��� ��# � �
+* @����� ���� � ��# �� �&��$	� ���� � 
2 ��� * ,�
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii LMG 2715

T
 ��� � � ������ �'�

# $..�����*  (� � �# � ���� � 
����� PCR ��� ! �� 	
+� � 	�7�
�� (-� � �� hrp S  
(900 b p) '-� � �� 1- 24 ���9�  � �*   � 
� I�
+* @���� * ,�
'�<�  �*   '-� � �� 1-24 
���9�  � 
� I�
+* @����'- PB S 
� I�(&� 
� � �� �
��� � M 
� I� DN A  ladder  74 

  19 
�* � �
* ���� �N � �E�# �# �� ��� (� � �# � �
'�<� �����
� ��  Pantoea stewartii 

su b sp. stewartii ��+�� � �+�)
'�<� ����-�� � C # +� -� +�&��<7���
+* @� (����E��� ) 
� � �� �<7��'-
+* @� (������ �) ��� � 
����� PCR (� � �� �� hrp S (900 b p) ��� �
� ������  (�)  dir ec t -PCR   (�) Mag net ic -PCR  �*   (�)  A m pli-disk  PCR   N   



 

 

(9) 
 

 

 

 


��� � � ��  ( ��� ) 

� �� � 	
 ���� 
  

 � +�� 9��  �<7���� � �� �<7��'-
+* @���! +-+������
� ��  M � +�� 9��  DN A  ladder  

(&� 
* ��������# �� � � �+�)
'�<� �����
� ��  (c f u ) 75 

     20           
�* � �
* ���� �N � �E�# �# �� ��� (� � �# � �
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. 

stewartii LMG 2715
T
 ��� � 
����� PCR ��
'�<� ��� � �+�)(-�� H  (103 -105 c f u ) 

C # +� -� +�&��<7��'-
+* @����� ���� � �+�(� (-�� �&� (10-200 +�* * �* �(� ) ���
(� � �� �� hrp S 
� I�� ��
� P�� +��  '-� �  M � +�� 9��  DN A  Ladder   '-� �  N  

� +�� 9��  (&� � � -�� 
� � �� �
��� �* � ! +-+�
'�<� �����
� ��  77 

     21 �C �C &� ��� (� � �# � �
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii # 7�� � &�
� �  
��! ��  91 

   

� �� � �� � � 	
   

   

      1 '����� � �� * -� ��� 	�� ������� * $+ G N 2 104 

   

   

 

  

 



 

 

(10) 
 

 

 

 

� ��� � �� �� 
� � ��� � �� � �� ��� ��  

 

% 
� � � 	
E@�(	 
µl m ic r o-lit er  

µM m ic r o-Mole 

A F LP A m plif ic at ion F r ag m ent  Leng t h  Poly m or ph ism  

A W CD A v er ag e w ell c olor  dev elopm ent  

B SA  B ov ine ser u m  alb u m in 

c f u  c olony  f or m ing  u nit  

E LI SA  E nz y m e Link ed I m m u nosor b ent  A ssay  

E PS E x opoly sac c h ar ide 

g Relat iv e c ent r if u g e f or c e 

k b  k ilob ase 

LPS Lipopoly sac c h ar ide 

m M m illim olar  

MPC Mem b r ane pr ot ein c om plex  

N A  N u t r ient  A g ar  

N B  N u t r ient  b r ot h  

nm  nanom et r e 

nM nanom olar  

O.D. opt ic al densit y  

o
C � � ��
E* 
E�� #  

PB S Ph osph at e b u f f er  saline 

PCR Poly m er ase c h ain r eac t ion 

TB E  Tr is b or at e = E DTA  

U PG MA  U nw eig h t ed pair  g r ou p m et h od of  av er ang es 



 

 

1 

���	��� �� �� �  !"� # $ ��� � � % !� �!� & � � & '�# � � ( ) * ���� % 	+ % �   
 

S t u d y  o f  B a c t e r i a l  W i l t  D i s e a s e  o f  C o r n  i n  T h a i l a n d   

 

� ��* �� 

 


'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii   
� I�# �
� ($�� ���# 7��&.�� � ���� ��� �7��� �
���� ���
� �� � (�� ! �� ���� �� � ���� Cr op Pr ot ec t ion Com pendiu m , 2005 E dit ion ��
'�<� �� ���<
� I�

'�<� � �  �7�9���*  ����� �  
��� � �� �* $-+� �  
������ �� � 
+� ���
� ���  ! ����- � �  
���������
��+* � &L �� * 
�� � 	(�    �*  
+@�E���       � � ���� ���  �*  � �  
��# � � &L� 
+� ��� E�� ����� * ��  
+* � &L! ����- �� *  ��+�    � �� 	�&�E�     ��* �N � � 	
���     �� �
�(���&(    
�* ��� � 	     N � * � ���     
�� � 	
���      ! � ���Q     � �* * ��� � # 	    � ������ ��    ! � �� � �     ���E&#      
���&���     * $� 
E�� ��     
�+� ��* ��	   �+# E�E,
E(# 	    +�'����    +�# E�# E�� � R      +�# E,� �      
���� # ��      ��� �Q +� S
'�� � 	       
��� 
�� � 	E�� 	    ��� 
+@�E���       ��� � � � 	�      �� � 	�����(�     �� ! Q ��      �� �* ��Q +�     
��E�* 
�

���       �� �! � �* ��	      
E��	���� ! * ��      
E��	����(�     
��
�# E�      
��E&#      
� � � 	+� �(	      

� � � 	��
���      � � '�� (&�      
� # (	
� � � 	��
���     �*    � �# �� �E��   ���� �� � 
+� ����* �� �*  ��� �
��� � 
! ����-  � �  
��# ���� )� &L�� # (�� ���  �*   
� � � 	�(� ���  ���� �� � 
+� ���� �(� ! ����- � �  
�� 
# ���� )� &L�* �
� ��      # � �&��	# ���� )� &L�� �E�*       # ���� )� &L
� � ,    �*     # ���� )� &L# � �� )	
��� � ���    ���� �� � $�� � �*  
+��
(� 
� 
��� � ! ����- � �  
��# ���� )� &L� � # 
(� ��  �*  ���� �� 
� 
'��
! ����- � �  
��# ���� )� &L� ��
���  
'�<� �� ���<�-� �� �
����� �+
# �� � �� � � -�� +����� $(# �� �� � +���
C * �(���� ��� �&<�  ���� ���
* �<� � # &(� 	 ���� ���T U�� -� � �*  ��� 
J�� � � -�� � �� ������ ���� � �� 

��� � ���
'�<� �� ���<+���� ��� -��  ��� ��� C -����� �+* � ��� � � +&����� ��� (c or n f lea b eet les) 
��� 
J��  C haetocnem a p u l icaria 
��� � ���
'�<� �� ���<+��� ��# (��
+* @������'��
� I��� �# ,-
+* @���
� &(� �(7����  �&� 0.03 - 0.013%  ����'# �� �&��$	(������� ���* �� 9�� # �� �&��$	(������ �*  � ��
�7�
+* @���! �����(����
� I��� �! � � * ,�� +��� ��# (��
'�<� ���
+* @�! � # ,-(���* ��
��� � ��� &(� �
��� �  
0.8 %���� )���
+* @�+���� � �
� AB� ���� � �� -� 10%  ��� ��� -��  ��� �� ����� * � � * ,��&<���� ��+��
���� * -� �����+* � ���  �*  �  ���(�+9��� ��&� �� � ��� � � +&����� ���  (Pat ak y  and I k in, 2003) 
E�� �# �� �� �
� @�� -�9�� �+�� -�� +���� (��
'�<� ���
+* @��(-� U��&� # 7��&.����� �7��� �
������ ��� -�  ���+�
� U��&� # 7��&.� � ,-���+* � ���   �&� �&<���
�(����! +-�'-�� * -� �� � 
'�<� �� ��*  ! +-����� � � +&����� ���
��� +��� �+
� I�! � ! ��(7���� 
������ ��� -�  ����� � �� ���< � � -�� ! � �@(�+9�� �+�
'�<� �� ���<� +��� ��#
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(��! � �&�
+* @�! ��(7� �� * -� ��+���� � * ,����� ����(-! +-�'-��<������ �� � ���  ����� � �� �� � �� �+* �
���  � &� �� (�� � +�+�(� ��� # 7�� � �(� � �# � � � P� � �&� �&��&� 
'�<� �� ���<! +-�� ���� -��  ��� ! � � &� �� * -�
� * ,��� +- ��� ��� �'�+�(� ��� �&��&���'  

 

� �  
��! �� 
� I��� * -� � * ,����� �����# 7��&.��
� 
'�� ( � &�� � �
J�� � �(� ��� R 2547 +���<���
C * �(���� ���� � +�&<� � �  
��� �  +�) 6,864,102 ! � - (�� +# -� 
# � �+��� 
�� (� , 2547) +�� � �+�)
C * C * �( 910,730 (&� +�+,* �-���� # -� � � ��� � ���� ���! � - 4,651.50 * �������*  ���� ���T U�� -� �
�� � �$��  � W� �  1,675.03 * ������ (# 7��&�� ��
�� � L������ 
�� (� , 2547)��� +���� # -� � � ����� ���
�&<� ��� ,� ���� ���� � ���� � �$��  � W� �  ���� ���� � ���'-��@�  ���� ���� -� ��� � �$��  � W� �  �� �+
���� ��� �*  
+* @��&��$	���� ���
* �<� � # &(� 	 (* ��# -� � � ����� ����� � ! ��  ! ����- 
��� * ��(� +�
* 
E��  
! (�� � &� � ������
E��  Q -� � ��  # �� ��� � 	 �+-� .�� $X� � � # 
(� 
* ��  �&� �* �
�� ��� �� �* &� �� �*  
# � � &L� 
+� ��� ��� � U��$�&���� � * ,����� ����&<� ���� ���� � ���� ��1 �T U�# � ���� ���! � -# 7�� � &��'�
��� $(# �� �� � +� �� �� # &(� 	 ��� +�'�# �� �&��$	��
� I�* ,�C # + 
��� � ����� �C * C * �(# ,�  +��$)1 ���� �
C * C * �(# +7�
# +�  ����� �&M���*  C * �(�-� �+-�&��$	����� C * �(* ,�C # +�&<���� # -� �+���� �7�
���+�
���(-�� � �  
�� ����� # -� � � ��*  �7�
���
+* @��&��$	���� ����  � � -�� � �  
���,-����&<�+���� �7�� ��

��� � �&��� ��*  �+* �  ��� 
+* @����� ������7�
���� � �� # -� � � �(�� � +�# 1 ��� * � �(-� 
'�<�  Pantoea 

stewartii su b sp. stewartii  �*  (�+��  � �'�&..&(��&���' �.�. 2507 ���! �
��+
(�+���
��  � �'�&..&(��&���' (J�&��� 2) �.�. 2542 �7�� ���� ����� ���
� I���'�7��&� (�� � +���� * � ��� �
�-� ���� # -� � � �� � �� �7�
������(-�� � �  
�� (��  � �'�&..&(��&���', 2507) 

 


��� � ���� �  
��! �� � &� ! +-
�� +�� �� � ��9�� ��� ���� �
� �� � ���� �����
������
'�<�  Pantoea 

stewartii su b sp. stewartii 
��� 
� I���� � P� � �&� �� ��$+
'�<� �� ��&� �* -�� ! +-�� �
���+���� �  
�� E��
� ��# -� C * �7��� �
����� �+
# �� � �� ��� 
�� � L���� � -�� +�� �*  
��� � P� � �&���� ����&���� ��� ��� ���
(�� � � �+�(� ��� � ������ (� � �# � �
'�<� �� ��&� �* -�� ��+�� �  # ����1 �� � � �
� @�  �+-�� 7� 
� I���� � +� &�
���  �&�# ��*  # �+�� 9�'�� ��� � �� ! �� ����� (� � �# � �
'�<�  P. stewartii su b sp. stewartii � U��$�&��&<�
�'�
����� E LI SA  ��� �'�'$�(� � �# 7�
� @�� ,� ��� ��� ��� (A g dia® , I nc ., U SA )  � -� +�&���� � * ,���'
# &� 
�(� ���� �� � �� � �(-'$�(� � �# � ��&� �* -�� +�� �  # ����1 ��(7� �*  ! +-�+-�� 7� 
+�� �'��&����
(� � �
+* @��&��$	���� ����� � � �  
��! ��  (�$%�
�� �*  �) , 2550) � �  �� ��&�'$�(� � �+�� ���
���  
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����� ��* � � ��<��� +�� &(9$� �  # � �	  
��� ���� �# �
� ($
'�<� �����
� �� ���� �! ��������� �����
� �  
��! ��  E�� +�* &�� ) � ���� �* ��� �� �
� �� � ���� �����
������
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. 

stewartii �*  �&M��� ���(� � �# � �
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii ���(&� � � -�� ��'�*  
+* @�
���� �����+�� �  # ����1 ��# ,�  � � �
� @�  �+-�� 7� 
��� �'�� �  �� '�	���  ��� ���&���'�*  ��� (� � �
� &�� � � # 7�� � &�� �  
��! �� (-� ! �  
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# ��- .���
� � � 

 

1.  ��# ,��	# �
� ($
'�<� �����
� �� ���7��� �
����� �� ���� �* ��� �� �
� �� � ���� ������� �! �����
���� ������ �  
��! ��  

 

2.  �&M��� ������ (� � �
'�<�  P. stewartii su b sp. stewartii ��(���*  
+* @��&��$	���� �����+�
� �  # ����1 �� ����� (� � �� &�� � � ��� �7�
����*  # -� � � �
+* @��&��$	���� ���# 7�� � &�� �  
��! ��  
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�����# $ � � �
�� 

 

� �� � � � � � � � �� �� � �� �� � � �  !"�  Pantoea stewartii s u b s p .  stewartii  

 

 
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii  (Mer g aet  et al ., 1993), E rwinia stewartii (E .F . 

Sm it h ) +���� �&�� �$�� +� �����&� ��< 
 Dom ain  B ac t er ia 

 Ph y lu m   Pr ot eob ac t er ia 

 Class  G am m apr ot eob ac t er ia 

 Or der   E nt er ob ac t er iales 

 F am ily   E nt er ob ac t er iac eae 

 

+��$)# +�&(�
� I������
� �� ��� +* � # �+�� 9�'�� � �� ! +-�'�� ��������� 
�� �.! �� (f ac u lt at iv e 
anaer ob e) ! +-+�� ��  ( f lag ella) ! +-
�* �� ���! +-# � ��� # � � � 	 � ,� � -�� �-� ������ �  +�) 0.4-0.8 x  0.9-
2.22 µ m  � $)� 1 ,+���
� +� �&���� 
�� �.� � ,-��'-� �  27-30 oC � $)� 1 ,+���# �+�� 9
�� �.! ��(7�# $� 8-9 oC 
� $)� 1 ,+����7��� �
'�<� �$* ���� �� 	��<(�� � +� (Th er m al deat h  point ) �� 53 oC (Pepper , 1967) * &�� ) 
���* ����� �� ��  y east  ex t r ac t  dex t r ose c alc iu m  c ar b onat e 
� I�# �
� * �� � �*  �* +�,�+&�� ��  
# -� ���� �� ��  nu t r ient -g lu c ose ag ar  +�* &�� ) �* +C �� � ������
� �� � � � ��  C �� � ���
� I�� * $+
� +�� �
� * -� � 1 ,
��! N  
� I�# ��� �+� � �
� * �� �  ��9�� 
� * �� � # �+ �������* ��� �  +�) 1.8-11 +�* * �
+(�  +�'-� �
��� ��-� 
E* * 	� �  +�) 1.8- 3.2 '&� �+� (-� � � � �����
� �� # � ���  poly sac c h ar ide �� � st ew ar t an 

��� 
J�� 
+�� 
�� �.��� �� �� ��+� y east  ex t r ac t  
� I�� � �	� �  �� � (Pat ak y  and I k in, 2003) 
'�<�
�����
� �� ���* $-+��<+��� �+�����(-� 
�* �� ! ��# ,� 9��  5-7%  �&� �&<�# �+�� 9�'� 0.8% N aCl � � ��  0.01 
M pot assiu m  ph osph at e, pH  7.0 ����� �� �� � �� 
��� ��� 
'�<� �����
� �� ! �� �$)# +�&(���� '�� 
�+�! ����- 
# �+�� 9
���� F���� �� � h y per sensit iv e ��� �# ,�! �� �(-(�� � 
* �<� � 
'�<� �����
� �� ��� �� �� ��! +-�'-� �� ��
��� $�+# +�,� )	 
'-�� �� ��  I M (( N H 4)

2
SO

4
  1 m M KH

2
PO

4
        1 m M Mg SO

4 
.7H

2
O         100 m M 

ME S         0.1%  c asam ino ac ids         1%  su c r ose, pH  5.5) # �+�� 9# � ��� 
+@�# �
� * �� � ! �� ! +-
# �+�� 9
�� �.��� $)� 1 ,+� 37 oC ! +-
���� F���� �� � ox idase 
���� F���� �� � c at alase ! +-# �+�� 9# � ��� �� �
������ �'� c y st eine # �+�� 9# � ��� �� ��(-! +-# � ��� ��Y# ������ �'� ar ab inose     f r u c t ose      g alac t ose       
g ly c er ol   D-g lu c ose      lac t ose   β-m et h y g lu c oside     m annit ol      m annose      su c r ose   �*    
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x y lose ��� # �� �&��$	# �+�� 9# � ��� �� �! ��
+�� �'� sor b it ol # �+�� 9�'� ac et at e   f u m ar at e   g lu c onat e   

m alat e  �*    su c c inat e  ! +-# �+�� 9�'�  b enz olat e     c it r at e     m alonat e     ox alat e     pr opionat e 

�*   t ar t r at e ! +-# � ���  indole ! +-
���� F���� �� � nit r at e r edu c t ion 
�� �.! ��'����� �� �� ��+� g elat in  ! +-
# �+�� 9�7��� �
���# 1 ��
� * �  (liqu ef ac t ion)  ! +-# � ���  2,5 di-k et o-D-g lu c onat e ! +-# �+�� 9C * �( 
h y dr og en su lph ide �*  ! +-
�* �� ��� (Coplin and Kado, 2000;  Pepper , 1967)  

 

� �� �� � � � � �� � �# ��� �� � � � $ � � % �� ��� $ � &  

 

 
'�<� �����
� �� ��<�7��� �
���� ���� ������ ���! �� 2 �  �   ���  �  �  (���* �� �7��� �
���� ����

� �� �  
+�� (���* ��+���� (��
'�<� ��  ��� �&� (�� ��� ��  ��� C -����� �-� �<7� �*  �  �  ��! � +� 
���
+��
��'(��
'�<� � * &� �������  �  (���* �� ��� ��'
�������C * ������ �&������ � �+* �  �7��� ���+�* &�� ) 

� �+���
����C * �$�J7��<7���� � � �C * �&� 
'�<� �����
� �� � 
��+� � �+�)� � -�� � � �
� @� ���-� �<7���� 
J�� 

+�� 
�������'# �� �&��$	� -� ��� (-� �� � ������ ���
� I����# �
� * �� � � �� ��� (�+��� 
# ���� �� �
�C * 
� I��* ��� � &� (-� +��&M��
� I��$�(�� �*  �� �� ���&� �� 
+�� ��'+���� (��
'�<� ��  ��� �&� (����
� -� ���
����� +-�*  ���� � � ��� 
� I�# ��<7�(�* 
��+ �� �
� )����+�� ���� J7��<7�
+�� (&��C * �*  
(� � �# � �1 �� �(��* �� � �$* �� � ��	� 
� @���� ! � * �� � �����
� ��  (ooz e) � � �����C *  � ���� 
� �� �
# �+�� 9
���! ���+����  �  ��(������ ���# ,� +���� -� 24 
E�(�
+(�  �(-'-� � ������ ���(��T U�+&��# ��
� ���� ��! � +����
� * �� � �����&�
# ���� � ���� �� � �� ��&M��! ����
+�� � $)� 1 ,+�# ,� �� -� 32o

C 
'�<�
�����
� �� � # �+�� 9
����7�* �� ���� ���! ���$�'��� �(-# �+�� 9
����7�* �� ! ���������� ���� � ���*  
���� ����&�  (popc or n) +���� -������� ���! � -  (H er sh m an et al ., 2003;  A nony m ou s, 1997) 

 

� �� ' (�) � � & $ � � � � � � �� � � � (� � � �&  

 

 
'�<� �����
� �� ��<# �+�� 99-�� �� ��� �C -����� 
+* @� ��� 
'�<� � ��&� � � ,-��# -� � c h alaz al ��'&<� 
aleu r one �*  �  � � -�� 
E* * 	 endosper m  �� � 
+* @� �(-! +-����# -� � em b r y o � � ��  seed c oat  ��
# � � &L� 
+� ������ -�
'�<� �����
� �� # �+�� 9� ��&� �*  9-�� �� �C -����� ��� � � +&����� ��� 
( C haetocnem a p u l icaria) 
�-��&<���� 
'�<� �����
� �� # �+�� 9� ��&� � � ,-��(&� �+* � ��Z �,� ���  
+�� +�
��� � * ,����� ����+* � � �&�������*  9-�� �� �# ,-���� ��� ����� ��� -��  ��� �&<�* +
� I�� U��&�
� ��� ����� '-� � ����� ��� -��  ���  ��� �+* � � 
��+� � �+�)��'-� � � ����� �� $-� �*  9��� $)� 1 ,+�
# ,� �� -� 32  o

C �+* � � 
�� �.! �����7��� �+��� ��# ����� 
������ ��� -��  ��� �*  �  ����� � �� ���<! �� 
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��� �+* � # �+�� 99-�� �� ��� ����Z �,� * ,�� ��� ! � � &� � ��Z �,� * ,�� ��� ! ��9��  20%   �*  ���  � � -��
Z �,� * ,�  �+* � ��� � � +&�� $-�(-� +�� 
� I�� U��&� # 7��&.����� ��� -��  ��� �� �(-� ! �  (A nony m ou s, 

2000;  Pat ak y  and I k in, 2003) 

 

� �� � � � � �� $ � �  

 

 ��� �� ��$+�� �# �+�� 9�7�! ����� �'��&��$	(������ �*  �  ����� �� ��� )	� ����
��� �'�
����� � �  
+����� � � ,-� � ��� � �+* � ���   �*  �� ��� )	��� �  �����Z �,� * ,�(-� ! � ! �� ��� �� ��$+
�+* � ��� � # �� 
�+� �(-�'�! +-! ��C * ���� )���� * ,����� ���# �� �&��$	� -� ���  (A nony m ou s, 2000) 

 

� � �� �*�� �+ � � � $ � � � �	
) � � ��� $ � & % �& ���� �� � ��� !  

 

 ����� C * �(���� ����-� �+-�&��$	 E�� � ��
� I��&��$	��� -� ��� (-� �� ���<+&�+��� ��# ��
'�<� � 
��  ��� �&� (���*  (��C -��
���! � ��
+* @�! �� 
��� � ���
'�<� �����
� �� ��<
� I�# �
� ($�� ���# 7��&.�*  
�-� �� �
����� ��7��� �+
# �� � �� � � -�� +����� $(# �� �� � +��� C * �(���� ��� ��� -�� &(� ��*  �� ��#
��� 9-�� �� �
'�<� �����'# ,-
+* @� �*  ���
+* @�# ,-(���* ������'# �� �&��$	� -� ��� +��� ��# 9��  10% # ��
�&��$	� -� ��� � ���* ��  +��� ��# (��(-� �����'# ,-
+* @���� � �� -� 0.3% ���) ������'# �� �&��$	
(������+��� ��# ��� � �� -� 0.03% �&� �&<����� � 
+* @����� �����
� I�# �� �&��$	� -� ��� (-� �� ���� +�
�� ��# ����� � �
� AB� ��� � 
+* @�(��
'�<� ���� � 
+* @��&��$	# ,�  �(-���� � 
+* @��&��$	���� �����
� I�# ��
�&��$	� -� ��� � ���* �� � � �� (������+��� ��# ��� (��
'�<� ��# &�# -� ���(7� � ����-��� (� � �# � � �*  

'�<� �����
� �� +��� ��# 9-�� �� ��� ����
+* @�# ,-(���* ����� &(� �
��� �  0.8%  ���� )���
+* @�+����
� �
� AB� ���� � �� -� 10% (Pat ak y  and I k in, 2003)   �&� �&<��� ���<��� 9�� � -�
� I��� ���+��� �+# 7��&.��
�  ���&��&���' ��� 
J�� ��� �  
����! +-�'-�� * -� � � �� ���� �+��-� � ����� �7�
���
+* @��&��$	�&<�
� ��+���� �7�
���
+* @��&��$	
��� �$�� �  # � �	� ���7��� �� ��� *  
* � (-� ��� (� � �# � �
'�<� �� ���< �*  

��� � ���
'�<� �����
� �� '�����<# �+�� 9(��(-� C -����� 
+* @��&��$	! �� �+���� &(� �(7� �(-�@�&�
� I�
'�<�
�� ����� � �$� � ,-��� �� '�� # �� (�� � � ��+��� * �� H  � �  
��C ,��7�
����*  # -� � � �
+* @��&��$	���� ��� 
(Pat ak y  and I k in, 2003) � � +9�� � �  
��! �� (�+��  � �'�&..&(��&���' �.�. 2507 ���! �
��+
(�+
��� ��  � �'�&..&(��&���' (J�&��� 2) �.�. 2542 �7�� ���� ����� ���
� I�# �� �7��&� (�� � +���� * � �
�� ��-� ���� # -� � � �� � �� �7�
������(-�� � �  
�� 
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) 	�� 	
� � 	
) � � �� � � �� � �� � � �& $ � �   

 

Ty pe I I I  pr ot ein sec r et ion sy st em  (TTSS) 
� I��  ������# -� � � �� 
� I�'-� � # -� C -���� �
�� � (���� � �����
� �� E�� # -� ��� .-+�
��� � ��� � �&���� �-� �� � �*  �� �+# &+�&��	�&���'����� 
���
�� �+(�������� � TTSS # &� 
�� � � 	��� � �* $-+�� � � ��� * �� H  '��� 
� �� �� -� hrp / hrc (h y per sensit iv e 
r esponse and pat h og enic it y / c onser v ed) ��� �# �� � � ��� � �* $-+� ����<��<��&�� U��&� ! ����- # �� �� �* �� + 
��' # �� ����'# &� 
�� � � 	��<� � � +�&<� # �+�� 9��  ($����� � ��� '&��7�! �� �(-� &� ! +-�� ��9�� �* ! ����
�7�� ������-�� � �* $-+�� � � �� hrp  ��
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii. �&<�
��++�'�� � -� wts 


��� � ���
��++���� ���� �� ����<� -�
��� � ��� � �&���� 
����$�J7��<7� ( w at er  soak ing ) (Coplin et al ., 1992) 

hrp  � �� ��-� � � �
� I� 2 �* $-+ �� P. stewartii su b sp. stewartii. ��� -��* $-+�� ��� ��$+��� � �� � (�� 
H r pS �*  � ���* $-+�� ��$+��� � �� � (�� H r pL ��� �7�� ���� � � �� hrp  +���� �� ��$+
� I�* 7��&��&<� 
(Mer ig h i et al ., 2003) ��� -�� ������ ��$+��� �7�� ���� � � �� hrp  4 � ��! ����- hrp X    hrp Y  E�� � 
# &� 
�� � � 	�� � (����
� I� sensor  k inase �*   r esponse r eg u lat or  (�+* 7��&� hrp S # &� 
�� � � 	 N t r C-

lik e t r ansc r ipt ional f ac t or  �*   hrp L # &� 
�� � � 	 sig m a f ac t or  ������ ��# � ��� E . col i ��� -�
�� � (�� H r pY  ��  ($����� �7�� ���� � � �� hrp S �*  �� ��$+��� �7�� ���� �  hrp X oper on ���
� &(��+&(� ����� �* &��&��� � (�� H r pS �@
� I�� U��&� # 7��&.����� �7�� ���� �  pr om ot or  �� �  σ45

  E��
�7�
� I������ �7�� ���� �  hrp L �*  ���� ��# $��� � (�� H r pL � ! � �� ��$+��� �# �� � � ��� � �* $-+� �� 
hrp   ��# 1 ��� * � ���* � � ��� �7�� ���� �  hrp S �*  � ��� ��H  ��
� I�* 7��&��&<�! �  ��<��&��� �+
� I�
�� ��-��  �*  �� �+
��+����� � 
�* ��  ��� �* �� �&��$	��# -� �� �� hrp X  # -� C * �� �
'�<� �����
� �� � &�
# �+�� 9�7��� �
����� �! �� �(-! +-� $��� � 
�-�
'�<� �����
� �� # �� �&��$	� �(� �*  
'�<� � # ,.
# ��
�� �+# �+�� 9����� (� �# �� � (-� # �� 
�+�����  ($����� �7�� ���� � � �� hrp      �*  
+�� �* �� �&��$	� ��
��# -� � hrp Y ��(7��� �-� � �$� &�� 	�� � � ����<���  aspar t at e57 E�� 
� I�(7��� �-� ��
������  
ph osph or y lat ion �� � � ����< # -� C * �� �
'�<� �����
� �� ! +-# �+�� 9
����7�* �� ���� ���� � �� ��  ($�����
�7�� ���� � �* $-+� �� hrp  ! �� �&� �&<�# �+�� 9# � $� ! ��� -���� �7�� ���� � �* $-+� �� hrp  +���� �� ��$+
� I�
* 7��&��&<��&� ��< hrp Y� hrp S � hrp L� pr om ot or  �� � �* $-+� �� hrp  (Mer ig h i et al ., 2003) 

 

 # ��  ex opoly sac c h ar ide (E PS) ��
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii 
� �� �� -� st ew ar t an 

E�� ! � � $�(&��-� * 7�
* �� � �<7� # � ��� ����* $-+� �� cp s � ��+���� �* �� �&��$	�� � � ����<� �7��� ������
� ��
# ,.
# �� �� �+# �+�� 9����� 
����� �! �  ��� �# �� � � ��� � � ��'$���<�� ��$+��� Q u ar u m -Sensing  

��� � �# �� � � �
+�� �����
� �� +�� � �+�)+���� -� 2 x  108
 
E* * 	(-� +�* * � * �(�  �*  �� ��$+��� � �� � (��
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���� �� esaI  �*    esaR E�� '-� � ����� ' * � ��� �# �� � � ��� � � �����'�# � ��� # ��  st ew ar t an +�
�����# 7��&.����� �7��� �
����� �+� $��� � �� � �� ���'-� � � * �� �� � ��� 
����7�* �� ��' ��� ��'-� �
�� ��� � ��� 
����7�* �� 
+�� ��'
����$�J7��<7�# ��  st ew ar t an � '-� � � &�� ��<7��*  ��($� �� �� �� �
� )
'-� � � -�� �  � � -�� 
E* * 	��' �*  '-� � � &�� ��� � �&��<7�! +-�� �
������ � $�(&����-� * 7�
* �� � �<7� �*  � &� +�
���������� �� �
E* * 	 par enc h y m a 
��� '-� � �� ������
� �� ��� -��  ��� ! � ! ���&� (�� �*  
+�� +�
� � �+�)�����
� �� ��* 7�(��+��� +���� ��  ($����� �# �� � � ��� � � ����<� � -�� +�������� # $�� ����

� �� � � 
�����<�
+��  E PS � $�(&��  ���-� * 7�
* �� � �<7��� �
� )
��<� 
� ��  pit   E�� 
+�� +���� �* �� �&��$	� ��
��  ($���� �
'�<� �����
� �� # � ���  E PS +����<� ��� -��7��� �
'�<� �����
� �� * ��� �+� $��� � ����� �-� �� �
* �  �*  � &� �7��� ������
� �� ! +-# �+�� 9
�* �� �! � ���-� * 7�
* �� � �<7���� �  � � -�� ! � �@(�+����� � * ,�
'�<�
��� � 
E* * 	(&<� (�� 107

 
E* * 	(-� (�� ��� � � ������ � � � ��� � � � � �(������ ���# �+�� 9�7��� ���'
���� ����
�$�J7��<7�! �� (v on B odm an et al ., 1998) 
 

����� # � ��� # ��  poly sac c h ar ide �� � �����
� �� � �  �� ���� �  4 �&<�(� �� * &����  1. ��� # � ���
� �$�&��	�� �  nu c leot ide su g ar  diph osph at e �� c y t oplasm  2. ��� (-� � �-� � � -� � �� � �(-*  � �$�&��	

� I�# �� � �� ��� � ��� � ���  m onosac c h ar ide ���� �$�&��	�� �  nu c leot ide ! � � &�  lipid c ar r ier  ��
� �� � $�+

E* * 	 3. ��� 
(�+� +,- side c h ain 
'-� py r u v at e  ac et at e   su c c inat e  � � ��   h y dr ox y b u t y r at e  �*   4. 
��� � ���  poly sac c h ar ide ��� lipid c ar r ier  ! � � &� � �-� � �� +- (W h it f ield and Valv ano, 1993) ��
'�<�  
Pantoea stewartii su b sp. stewartii +���� # � ���  st ew ar t an E�� � �  �� ���� � �+
* �$* �� �  g lu c ose 2 
� �-� �  �*   g alac t ose 2 � �-� � 
� I����� * &� �*  +� side c h ain 
� I� g alac t ose ��� # � ���  st ew ar t an +�
� ����
��� � ��� � ���  �* $-+� �� cp s � �  �� ���� �  13 ORF  
� �� � (�+* 7��&��&� ��< cp sA   B   I  C   D   E   F   G  

H   J   K   L  �*   M +���� 9� �� � &# �������� 
��� � �&�  ������ ���� �
� � �� �
��� ��&��* $-+�� � � �� am s 
��# � ���  poly sac c h ar ide ��
'�<�  E rwinia am y l ov ora ��� -�+��� �+
� +�� � (sim ilar it y ) �� � * 7��&�
�� ��  +���+���� -� 80%  
+�� 
� � �� �
��� ��&�L����� +,* ��� -� cp sM �* ��� �&� gal V �� �  E . col i E��
�7�� ����� U DP-g lu c ose py r oph osph or y lase � �  �� ��&���� �7�� ���� �  gal E  �7��� �+�� ����������
# � ��� # �� 
� �+(���� �  poly sac c h ar ide ! ����- U DP-g lu c ose �*   U DP-g alac t ose CpsA  �* ��� �&�
�� � (�� Rf b p �� �  Sal m onel l a enterica �7�� �����
��� � ��� � �&���� # � ���  LPS ��� 
� I�
� �! E+	 
u ndec apr eny l-ph osph at e g alac t ose ph osph at r ansf er ase E�� �7�� �����
(�+ g alac t ose �� ��&� lipid 
c ar r ier  # -� � CpsD  E   G   �*   K �* ��� �* �� �&��� � (�� g lu c osy l-t r ansf er ase ����� # � ���  LPS  E PS 

�*   E PS g r ou p I I    CpsE  �*   CpsF  �* ��� �&� g lu c osy l-t r ansf er ase  CpsG   �*  CpsK �* ��� �&�# -� �
���� C-t er m inu s �� �  g alac t osy l t r ansf er ase   CpsH  +�# -� � sig nal pept ide �� � �� ��  +��� 28 (&�
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�� � E�� ���� -��7�� ������ � ,-�� per iplasm  �7�� �����
'�� +(-� �(-*  � �-� � � -� � �� �  poly sac c h ar ide  
CpsC �* ��� �&� B ex C  CpsB  �* ��� �&� Ct r A  E�� �� � (����<
��� � ��� � �&���� 9-�� �� � c apsu lar  
poly sac c h ar ides g r ou p I I  C -�� inner  �*   ou t er  m em b r ane (�+* 7��&� �*   CpsB  �*  C +�# -� ��� �  
m em b r ane spaning  dom ain ���  CpsB  � �  �� ���� � # -� � lipopr ot ein at t ac h m ent  sit e �*   CpsC +�
# -� ��� �  pu t at iv e A TP-b inding  dom ain CpsL �7�� �����
��� � ��� � �&���� ��# -�  poly sac c h ar ide �*   
CpsI  �� ��� � (���7�� �����
� I� ac id ph osph at ase ��� ��� �7�� +,- ph osph at e ��� u ndec apr enol 
diph osph at e � * &� ���� * �� * -� � � �-� � � -� � �� �  poly sac c h ar ide ��� lipid c ar r ier   E�� ������ ���� �

� � �� �
��� ��* $-+� �� cp s  �&��* $-+� �� am s ��� -�+���� 
� �� � (&� �� � �* $-+� ���* ��� �&��*  �� ��� � (��
������* �
��� � �&�� �
� ��  cp sD   E   F   �*   G  (Dolph  et al ., 1988;  Coplin et al ., 1996;  B er nh ar d et 

al ., 1996)  

 

� �� � � � , �� � �  !"�  Pantoea stewartii s u b s p .  stewartii 

 

����� (� � �# � �
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii �&<�+���� �'�� * �� H  � ���
� �+(�����
��� (� � �# � �
'�<� ���  �&��� * � � * ,���� �,� ���� �*  (� � �# � ���� ! � * �� � 
'�<� �����
� ��  (ooz e) 
���� � � �C * 1 �� �(��* �� � �$* �� � ��	 �*  �7���� �� �
'�<� �����
� �� ��� �� ��  c asam ino ac ids-

pept one-g lu c ose (CPG ) ag ar  (Coplin and Kado, 2000) �� �* &�� ) ���* ��* &�� ) 
� I�
+�� �
� �<+ 

� I�# �
� * �� � � - � � � � �� � �� ��  nig r osine m ediu m  � �  �� ���� �  y east  ex t r ac t  1 �� &+    g ly c er ol 30 
+�* * �* �(�    N y st at in 200 ! +��� �� &+(-� +�* * �* �(�     sodiu m  t au r oc h olat e 3 �� &+    N aCl 15 �� &+.   

1%  aqu eou s nig r osine solu t ion  20 +�* * �* �(�   �*   ag ar  17 �� &+ ��� 
+�� 
* �<� � 
'�<� �����
� �� ��
� �� �� ��<� �  +�) 5-7 � &���� $)� 1 ,+� 30 oC 
'�<�  P. stewartii su b sp. stewartii � +�* &�� ) ���* ���
* + �� �
� �� � �,�
* @���� �  +&�� ��  (� � �* �� 
� I��$�# ��7� �� ����* ���� � -� �# �  (G u o et al ., 1982) 

� ������ ��
� I������ +�*  � � +� &�! ����- E nz y m e-link ed I m m u nosor b ant  A ssay   ( E LI SA ) ��� �'�'$�
(� � �# � ��� �  A g dia I nc . E�� 
� I�� ������'������ (� � �# � �
+* @��&��$	(�+�  ���� �  N at ional Seed 

H ealt h  Sy st em  E�� �&M��� ������ (� � �# � �
'�<� �����
� �� ��
+* @����� ������  I ow a St at e U niv er sit y  

Seed Sc ienc e Cent er  (Pat ak y  and I k in, 2003) �(-� ������ ��<+���� �7��&���� # �+�� 9(� � �
'�<� �����
� ��
! ��
+�� +�� � �+�)
'�<� +���� -� 105 c ell/m l �*  ����� � -��C * � F���� �� ��-���
� I��� ��&<�(�� � � -���-�! ��
+���� -� 3 
�-��� � �-��� � (&� �� ��$+* � (neg at iv e c ont r ol) �(-����� (&� � � -�� ����� -�C * � � ,-��'-� � ��
+���� -�(&� �� ��$+* ��(-! +-9��  3 
�-�� 9�� � -�
� I��-����* $+
�� ��  (elev at ed) (�� � +���� (� � �# � �E<7� 
(Su t u la et al ., 1986) � � -�� ! � �@(�+� ������  E LI SA  � &� # �+�� 9�7�! � (� � �# � �
'�<� ! ���&<� 
'�<�
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�����
� �� ��
+* @����� ��� (������ ��� �*  �+* � ��� �  ��� (� � �# � �
'�<� �����
� �� ���+* � � -� +�&�
�7��� �� �  '��� �� � �+* � ���   
��� �'������ � �  
+���7��� ��� � �  �&��� � 
'�<� �����
� �� 
� �+(��
��Z �,� * ,�� ��� ! � � &� � ��Z �,� * ,�� ��� ����� �� ��� )	��� �  ����� � �� ���< (N u t t er -J r . and E sk er , 

2003) 9�� �+�� ������  E LI SA  � 
� I������ +�(-�@
� I�� ������ ��+���� �7��&� ! ����- �'�
� * ���� +��� �+! �
(7� �*  +��-��'��-�� ����� E�<� '$�(� � ���� ���# ,�  ��� +���� �&M��� ������ (� � �# � �
'�<� ��� � ��<�L���� �

����� PCR (poly m er ase-c h ain r eac t ion)  �*  ��� U��$�&� PCR 9�� � -�
� I�
�������<�L����
� �� � � F��&(����  ! ��+���� �&M����� (� � �# � �
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii ��� �  PCR ��
� * �� H  � ����* � �    ���# -� �(-�� H  �� � ��
� @�
� �� � 
'�<�  P. stewartii su b sp. stewartii  
'-� 16S-23S 

r RN A /I TS (int er g enic  t r ansc r ib ed spac er ) r eg ion  (Coplin and Kado, 2000)   ���� ����
��� � ��� � �&�
��� 
����� ��*  �� �+� $��� � �� � �� � 
'-�� �� cp s E�� 
� I�� ����
��� � ��� � �&���� # � ���  poly sac c h ar ide 
��� �'� pr im er  CPL1 �*   CPSR2S �� �C * C * �(���� 1.1 k b  E�� � � ����+����� ����# -� ��* �� �� �  
cp sE  �*  # -� �� * �� �� � � �� cp sD  (Coplin ,  et al ., 2001) E� � � �� cp sD  
� I�� ����+�
J�� �� P. 

stewartii su b sp. stewartii 
�-��&<� (Coplin ,  et al ., 1996) �*  � �� hrp S ��� �'��,- pr im er  H RP1d �*   
H RP3C �� �C * C * �(���� 0.9 k b  ���  pr im er  ����&<� # � � � ��# �+�� 9(� � �# � �
'�<�  P. stewartii 

su b sp. stewartii �� �# $���[! �� 20 
E* * 	 �*  (� � �# � ����'�<���'! �� 200 
E* * 	(-� � F���� �� �   �*  +�
�� �+�7�
�� (-� 
'�<�  P. stewartii su b sp. stewartii 
�-��&<� �(-��� -�! +-# �+�� 9(� � �
'�<�  P. stewartii 

su b sp. stewartii st r ain DC116 E�� 
� I�# �� �&��$	��! +-� $��� �  # &���� L��� -�
'�<� # �� �&��$	�&� �* -�� � ��+�
�� �+C ��� �(�� � �� # ,.
# �� � ��! � (&<� �(-�� �
'�<� ! ����� R 1976 (Coplin et al ., 2001) �� ������<� &� +����
�&M��� ������ ���'� PCR � -� +�&�
������ ��H  ! ����- �'� PCR �� ��,-�&� lig ase c h ain r eac t ion E��
# �+�� 9(� � �# � ��-� '�<
'�<�  E rwinia ! ��9�� �  �&� spec ies��� +�� * &���� ��� �*  �'� pr im er   2 �,-E��
� � ������� DN A  �� �  16S r DN A  ��� �'�# -� ���+��� �+�(�(-�� 
��� �  1 b ase ���7�
�� (-�  spec ies 
��<  pr im er  �&<� # � � �,-� � ,-(���&��*  # -� �� * �� ���� 3�  �� �  f or w ar d pr im er  (��J* ����� �  isot ope  �&<� ��<
� ����
� @�
� (�����! +-# �+�� 9
����,-�&� pr im er  ! ���@� ! +-
������ 
'�� +(-�  (lig at ion) �� �  pr im er  

�&� �&<���� ! +-+���
� @�
� 
� �+(������� �7� PCR (-� ! �  ��� � ������ ��<
� I�� ������ ��+��� �+! � # ,�  (1.9x 103
 

c f u /g ) �*  �� �+�7�
�� �  �&� spec ies # ,�  (W ilson et al ., 1994) �(-� ������ ��<
� I�� ������ ��(�� � �'����
(��J* ����� � # �� � &� # �  E�� ! +-
� +� # 7�� � &�� �� � � F��&(���� �&� ! �  
������ �����7�+��'�� -� +�&� PCR 

! ����-��� �'� DN A  pr ob e E�� �&M��+������� �7� PCR ��! ����� ar b it r ar y  pr im er  (B lak em or e et al ., 

1992)  
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� �� ' (�) � � & �  !"� , �� � ���-(� � � .&  , �� � � � .& �-(� ��� � �� � �� � � � , �� � � � � � �� ) � � � �� � �� � �& �  !"� % �� � � .&
� ��/ �0� �� � �� � 1 ��& �� ) � �/ 	� ��  E L I S A  

 

������ ��* � � �� �  (Mic h ener  et al ., 2002a, 2002 b ) ����� 9-�� �� �
'�<�  E rwinia stewartii 

�����'# ,-
+* @� ��� ��* � � �&����� ���# �� �&��$	* ,�C # + 124 # �� �&��$	� �  �� ���� � ���� ���
+* @�# �
���  ���� ���# 7�� � &��&�   �*  ���� ���� � �� ��� * ,���'-� � � R 1998 9��   � R 2000 ��� # 7�� � ��  �&�
� ���� �� � (�� E�� 
J* �� ����� �+� $��� � �� � �� ���� -����� ������ * ,���'-� � # �+� R�&<�
� I����� ���
��+��  �&��� �+(������� ���* �� ��9�� � -� ���   �*  ������ (� � ���� � � ������  E LI SA  ��� -�# ��
�&��$	(������+�
+* @�(��
'�<�  0.024 �*   0.0007%  ��� R  1998 �*   1999 (�+* 7��&� ��# �� �&��$	
(������� ���* �� +�
+* @�(��
'�<�  0.19 �*   0.07%  ��� R  1998 �*   1999 (�+* 7��&� �*  # �� �&��$	
� -� ��� +�
+* @�(��
'�<�  11.6 �*   7.8%  ��� R  1998 �*   1999 (�+* 7��&� �*  ��� -�
+* @���! �����
���� ���# �� �&��$	� -� ��� ��� * ,�
'�<� ��'-� � � R 1998 9��   � R 2000 ��� -�+��� ��# ��
+* @�� (��
'�<�   
15.6  49.6 �*   12.5 (�+* 7��&� �*  ������ � * ,�
+* @���! �����(����(��
'�<�  ��� -�(���* ����! ��
+��
(� � �# � �
'�<�  E . stewartii ��� � � ������  E LI SA  �*  ��� (� � �# � � ooz e ��� -�+�(���* ��
� I��� � 59 
�� 58,300 (�� E�� ���� -� 22  (��
� I���� (��
'�<� ������ 9-�� �� �
'�<� ���
+* @�# ,-(���* �� �(-� �� 37 
(�� 
� I���� (��
'�<� (�+�� � +'�(� 
��� � ������+* � ��� � � +&����� ������� * � � * ,� E��  22 (���� 
58,300 ���
� I� 0.038%   �*  ������ # 7�� � ��� * � ���� �����
� I��� � �*  �7�
+* @�+�(� � �# � �
'�<�
��� � � ������  E LI SA  ��� -��� * � � * ,���
� I��� �+���� -� 25%  ��� # �+�� 9(� � ���
+* @���(��
'�<� ���
��� # $-+(&� � � -�� 
+* @��7��� � 300 ��� ��� (� � �
+* @��� &<� *  
+* @� � � �� �7��� � 500 
+* @���� (� � �
�����-� �� � 
+* @��� � *   50 
+* @� �*  # �+�� 9(� � �# � �
+* @���(��
'�<� (&<� �(- 5%  
�-��&<����
�� * � ��
� I��� � 50%  �&� �&<��� ��# ��
+* @�� (��
'�<� ��� +���� �  (B loc k  et al ., 1999) 

 

��� �7��� )�� ��# ����� # $-+
+* @���(��
'�<� �*  � �  +�)�� �+�-�� 
� I��� � 
+* @���(��
'�<�
# �+�� 9�7��� )! ���&� ��# +��� �� 1 �*   2  �&� ��< (Pat ak y  and I k in, 2003) 

 

P
( S = 0 )

 =  1-q
n
  # +��� �� 1 

 

���     S � +�� 9�� �7��� ��&<� � +��� � (&� � � -�� 
+* @���(��
'�<�    q � +�� 9�� �� �+�-�� 
� I�
�� � 
+* @�! +-(��
'�<�   n � +�� 9�� �7��� �
+* @�����# � �  �*   P 

( S = 0 )
 � +�� 9�� �� �+�-�� 
� I���� # $-+
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! +-! ��
+* @���(��
'�<�  ��� � � ,-1 �� �(�# ++$(�L��� -�� ������ (� � �# � �� (� � �# � �
+* @��&<� � +��*  

+* @����7�+�(� � �! ��+����# $-+ 

 

��� � ������ (� � ����# $-+ 100 
+* @� 4  �� �  E�� 9��
+* @�+���� (��
'�<�  1%  (p=  0.01 �*   q =  

0.99) �&� �&<�+��� ��# � � ��(&� � � -�� 
+* @���(��
'�<� ! �� �&� �# ��  
 

P
( S = 0 )

 =  1- 0.99
40 0

 =  0.982 

 

�*  ��� � ��� �+�-�� 
� I��� � 
+* @�(��
'�<� ������ (� � ����� � +(&� � � -�� ! ���&� # +���  
 

p =  1-[ (1-Q )
( 1 / n)

]  # +��� �� 2 
 

���  p � +�� 9�� � �  +�)��� �� �+�-�� 
� I��� � 
+* @���(��
'�<�    Q   � +�� 9�� �� �+�-�� 
� I��� �
(&� � � -�� ��
� I��� �  �*   n � +�� 9��  �7��� �
+* @�(-� (&� � � -��  
'-�9��(� � �
+* @� 4 �� �  �� � *   100 

+* @� ��(&� � � -�� ���� �C * �� �� ��� (&� � � -��  � � �  +�)
+* @���(��
'�<� ! �� 0.29% �&� �# ��  
 

p =  1-[ (1-0.25)
( 1 / 1 0 0 )

]  =   0.00287   ≈   0.029% 

  

� �� � ���� �  Pat ak y  and I k in (2003) �&<�� ����� 9�� ��� +,* ��� # $-+(&� � � -�� 
+* @�# 7�� � &����
(� � �# � �
'�<�  Pantoea stewartii ��� � � ��� E LI SA  ���  I ow a St at e U niv er sit y   �&<� �'���� (� � �# � �

+* @���+���� (��
'�<�  0.5%  
� I���<�L�� E�� ! �������� � �  +�)9�� �� ��# ��� 
# �� � (-� ��� ! ��� &��*  
��� -��  ��� 
'�<� �� ������� ! ��� &�
+* @�(��
'�<� ����� � 
+* @��&��$	��� �&� ! � ��� � � +� &�! ��(�� � +�
��� (��
'�<� (7��� -� 1%   ����<�L����� +,* � &(� ���� 9-�� �� �
'�<� ���
+* @�# ,-(���* ���*  
�(��<�����! +-
+��+* � ���   ��� ! +-����� 9-�� �� ��� ����
+* @�# ,-(���* ��9��
+* @�(��
'�<� (7��� -� 10%  �*  � &(� �
��� 9-�� �� ����
+* @�# ,-(���* ����
�(��<��������� �
� I� 0.02%  �&� �&<��  �&�
+* @�(��
'�<� ��� � +� &�
! ��  0.5%  � +���� (��
'�<� ���� � 
+* @��&��$	��� � �� -�� ��� ��* ���
+* @� �*  ������ (� � �# � ���� � � ��� 
E LI SA  �'��� �+�-�
� I���� � � ��
+* @�(��
'�<� ������ �7��� )��� � # +��� �� 1 
� I� 98.2% ���� )���+�
��� (��
'�<�  1 %������ (� � �
+* @� 4 �� �  �� � *   100 
+* @� 9��(� � ���(&� � � -�� ���� �C * �� ��,�� 	
� � �� � ��� (&� � � -�� � # � $� ! ��� -�
+* @�+���� (��
'�<� (7��� -� 1%  �*  # �+�� 9� � +� &�
+* @��&��$	���� � ��<
! ��  # � $� ! ���&� (�� �� �� 1 
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� �� �� � 	
 1  
� � � 	
E@�(	�� � 
+* @����� ���(��
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii � �  +�)���
��� (� � � 4  8  12  �*   16 �� � �� � 
+* @��&��$	 �� � *   100 
+* @� ��� � � ������  E LI SA  

 

�7��� �(&� � � -��  
�� � *   100 


+* @� 

�7��� �(&� � � -�� ��
�� �C * �� � 

�� �+�-�� 
� I�
�� � ��� (��
'�<�  

� �  +�)

� � � 	
E@�(	���

(��
'�<�  

�7��� �7� 

4 0 0 <  0.29 � � +� &� 

4 1 0.25 0.29 � � +� &� 

4 2 0.50 0.69 ��# � ��� +-* � � ��  ! +-
� � +� &� 

4 3 0.75 1.38 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

4 4 1 > 1.38 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

8 0 0 < 0.13 � � +� &� 

8 1 0.125 0.13 � � +� &� 

8 2 0.5 0.29 � � +� &� 

8 3 0.375 0.47 � � +� &� 

8 4 0.5 0.69 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

8 5 0.625 0.98 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

8 6 0.75 1.38 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

8 7 0.875 2.06 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

8 8 1 > 2.06 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

12 0 0 < 0.09 � � +� &� 

12 1 0.083 0.09 � � +� &� 

12 2 0.167 0.18 � � +� &� 

12 3 0.25 0.29 � � +� &� 

12 4 0.333 0.4 � � +� &� 

12 5 0.417 0.54 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

12 6 0.5 0.69 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

12 7 0.583 0.87 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 
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� �� �� � 	
 1  ((-� ) 
 

   

�7��� �(&� � � -��  
�� � *   100 


+* @� 

�7��� �(&� � � -�� ��
�� �C * �� � 

�� �+�-�� 
� I�
�� � ��� (��
'�<�  

� �  +�)% 

��� (��
'�<�  

�7��� �7� 

12 8 0.667 1.09 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

12 11 0.917 2.46 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

12 12 1 > 2.46 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

16 0 0 < 0.06 � � +� &� 

16 1 0.0625 0.06 � � +� &� 

16 2 0.125 0.13 � � +� &� 

16 3 0.1875 0.21 � � +� &� 

16 4 0.25 0.29 � � +� &� 

16 5 0.3125 0.37 � � +� &� 

16 6 0.375 0.47 � � +� &� 

16 7 0.4375 0.57 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

16 8 0.5 0.69 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

16 9 0.5625 0.82 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

16 10 0.625 0.98 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

16 11 0.6875 1.16 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

16 12 0.75 1.38 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

16 13 0.8125 1.66 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

16 14 0.875 2.06 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

16 15 0.9375 2.73 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

16 16 1 > 2.73 ��# � ��� +- � � ��  ! +-� � +� &� 

 

*  ��� ��# � ��� +-# �+�� 9��# � �(&� � � -�� �� � 
+* @� 100 
+* @�! ��! +-�7��&��7��� � ��� �� �+�

� � � 	
E@�(	��� (��
'�<� (7��� -� 0.5%  ��� � � � +� &�! �� 

��+�:  Pat ak y  and I k in, 2003. 
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� � � ���  R e a l -t i m e  P C R   

 


����� Real-t im e PCR 
� I�
����� PCR ��# �+�� 9� �� � ��C * ! ���&���  ��� +�� � �	� �  �� �
�� � � F���� �� � ! ����- dN TPs   Mg Cl

2
   PCR b u f f er    T aq  DN A  poly m er ase  f or w ar d pr im er  �*   

r ev er se pr im er  
� +�� � PCR �&� ! �  �(-����� (� � �C * �&<�  Real-t im e PCR �'���� (� � �# � ��� �+

��+�� � # �� 
� �� � �# �  ( f lu or esc enc e) E�� � 
��++����<��$�H  � � ��� � ��� �7�� F���� �� ��* �� ! ��C * C * �(
# ,� ��<� �*  # �+�� 9(� � �# � �C * ��
���� F���� �� ���<�! ���&��� ��� ! +-(�� � � � �� �� F���� �� �
# � @�# �<�
# +�,� )	 (end-point  det ec t ion) E�� ������ (� � ��� �+
��+����� � # �� 
� �� � �# � �7��� �# �+�� 9
�7��� )� �� � �+�)�� � C * C * �(��! ����� �  
 

 ��� (��(�+# &..�)�� � # �� 
� �� � �# � �&<�+�� * �� �  ����C * �(��<�
� I���� ��� # �+�� 9��-� ! ��
���  ��� (� � ���� 
���� F���� �� ������
� @�
� # �� �,- ��� ��� �'�# �� 
� �� � �# � ��+��$)# +�&(������ 
�� �&�
��
� @�
� # �� �,- ! ����- 1. Sy b r  G r een I  ®  E�� � ������ ��<
� I�� ������ ��#  �� � � � �
� @�  � �  � � &��-��'��-��  
�(-� ��+���� (� � �# � �C ���* ��
��� � ������ 
���# &..�)������ �&��&�
� � �� � �,- pr im er  (pr im er  

dim er ) �(-# �+�� 9�'���� (� � �# � ��-� Tm  �� � C * C * �(�� �  PCR 
� I�(&� (� � �# � �! �� 
��� � ���
C * C * �(�� �  PCR �(-*  # �� �,-+��-� Tm  ���(�(-�� �&� ��� �7��&�� ��� � -�� # 7�� � &�
�������<��� # �+�� 9
(� � �# � ���� 
���� F���� �� ��� � C * C * �(����,- pr im er  
��� � ��-�,-
��� � 
�-��&<� (sing leplex  r eac t ion) 2. 
��� (� � �# &..�)# �� 
� �� � �# � �� � (&� (��(�+ (pr ob e)  E�� +�� * �� �  �� ! ����- �  �� h y dr oly sis 
pr ob e 
'-� TaqMan®  pr ob e    Molec u lar  B eac on  �*   Sc or pions E��  pr ob e ��� # �� ��� �* ��� ! ��	
���� 20-40 
�#  ��
(�+
���! � �� �
� ��� ���� � �	� �  �� �� �(��� �  PCR ���  pr ob e � (��J* ����
� * ��  5�  �*   3�  ��� � # �� 
� �� � �# � # � � '������  # �� 
� �� � �# � � �� � ��C *  (r epor t er  dy e) �*   # �� ��
�&� ��� 
� �� � �# �  (qu enc h er  dy e) ��� 
+�� (&�# �� 
� �� � �# � �&<� # � � '���� �# �  ����&� ��� �'��$)# +�&(�
�� �  5 �  ex onu c lease �� �  T aq  DN A  poly m er ase �7��� �
������ 
� �� � �# � ��<� �  �� h y b r idiz at ion 
pr ob e ! ����- Lig h t c y c le®  pr ob e E�� �'� pr ob e 2 
# �� ��� ��� * �� ���� 3�  �� � 
# �� doner  (��J* ��
��� � # �� 
� �� � �# � ��� * �� * -� � �# � ���� �+� �� �* ��� ���  �*  
+�� +�� � ,-��* ��&� pr ob e � ��
# ��� ��� ��
(����� � # �� 
� �� � �# � � ��'���� ���  
+��  pr ob e �&<� # � � � � ,-��* ��&�� +���� # -� 9-�� �* &� � ����� doner  
! � � &� � ��
# ��� ��� ! � ��  ($���� �# �� 
� �� � �# � ��� � ,-� ��
# ��� ��� 
������ � * �� * -� � �* &� � ��
� I��� �+
� �� �* ��� ���* ��� ��� ��# �+�� 9(� � ��&���� � 
�� �� �  RT-PCR 
���
� I�# &..�)���$�H  � � ���

���� F���� �� ���<� 3. �  ����(��# �� 
� �� � �# � �� Pr im er  ! ����-  LU X®  Pr im er  E�� # &..�)��� 
� �� �
�# � � 
�����<�
+��  pr im er  +���� 
� * �� �� ,� � -��  E�� 
��+� � � ,-��# 1 ����! +-
� �� � �# � 
��� � ���# ��  
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pr im er  +���� � # � ��� 
� I� h air pin ��# -� �� * ��  3 �  �(-
+�� �� ��� �+� �� �
��� �� ���
� @�
� # �� �,- pr im er  

� 
� * �� �� ,� � -�� 
� I�
# ��(� � �@� 
������ 
� �� � �# � +����<� �*  
+�� 
������ 
�� �&��&���
� @�
�
(����� pr im er  � �� ���� 
� �� � �# � +����<�� �� ����� (� � �# � ���� � �  �� pr ob e �&<�# �+�� 9
(� � �# � �C * C * �(�� �  PCR ��
������ Pr im er  � * �� �,-! �� (m u lt iplex  PCR) ��� ��� �'�# �� 
� �� � �# �
��(��J* ��(-�� '����&� (Liv ak  and Sc h m it t g en, 2001;  Pf af f l, 2003;  Dor ak , 2004) 

 

 ����� (� � �# � �C * �� � � F���� �� ��&<� 
+�� 
������ #  # +� � �+�)�� � # �� 
� �� � �# � ����  �&�
9�� �  �&� t h r esh old line 
� �� ��$���<� -� t h r esh old c y c le (C

T
) �'��� ��7��� �� � ������ # &� 
�� � � 	      

��� �* ��� ! ��	! �� ��� 9��+��7��� ���� �* ��� ! ��	(&<� (��+���7��� �� � ����'������ # � ��� ��! ��
�-��&�
�-� C

T
 �@� ��� �   ����� (� � �&����+9���7��� ���� �* ��� ! ��	(&<� (����� � �@(�� � �'��7��� �� � ������

# � ��� # �� ��� �* ��� ! ��	+��
��� �� �! ��
�-��&��-� C
T
 �*  # �+�� 9�7��� )�* &�! � � ��7��� �# ��          

��� �* ��� ! ��	(�����! �� ��� ��� 
� � �� �
��� ��&��� �N ��! �����# &� 
�� � � 	# �� ��� �* ��� ! ��	��� ,�
�7��� �# �� ��� �* ��� ! ��	(������* ��  (Pf af f l, 2003;  Dor ak , 2004;  Liv ak  and Sc h m it t g en, 2001) 
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� .���� �� � �# �� !��� 

 

 � �� � ��-, �0� � � ��� % �� �� � � � , �� � �  !"� � � � � 	� � 	)  
 

 ��& � � � ��) � ��/ �0�  !"� � � � � 	� � 	) � � � � �� � � .� � �� � �   
 

 �7�
'�<� �����
� ��  Pantoea stewartii su b sp. stewartii (A c c ession no. LMG 2715;  ��� 
Collec t ion of  t h e Lab or at or iu m  v oor  Mic r ob iolog ie en Mic r ob iele G enet ic a, B elg iu m  ��� �$.�(
�7�
���# �� (�� � � ��+ (�+ �� �. 2507 
* ��� 017/2548) *  * �� ��� � � �� ��  LB  (Pept eon 10 �� &+   Y east  

ex t r ac t  5 �� &+   N aCl  10 �� &+  �<7� 1 * �(� ) � � �+�(�  100 ! +��� * �(�  �7�� ��� * ,� ! � 
��� * � ��� �� ��
��@�  N A  �� �
� I����* ��
��� �  �-+�� 28 oC 
� I�
� * � 48 '&� �+�  �*  # -� ���
� * �� �7�! � 
�� -��� 28 oC 

� I�
� * � 48 '&� �+�  �7����* ��
��� � ��! ��! � *  * �� ���<7���� \ -�
'�<�  �*  
��� ��� �� �� ��@�  N A  � ��
�� &<�  
+�� ! �����* ��
��� � ���� &<� ��# � �  �7����* ��
��� � ��! ��! � 
��+� � �+�)��� �� ��  N A  
���
�7�! � �'�(-� ! �  

 


'�<� �����
� �� ���� �! ��������� ��� ! ����- XE 1  XE 2  XE 3  XE 4  XE 5  XE 6  XE 7  XE 8  

XE 9  XE 11 (! ��� &��� �+� �$
�� � � 	����$))&FL��  � $�&� +� �*  �� +� �'���� 
�� (� )  Y 001 W 001 

W 002  �� �! ��������� ������# �� � ���� �����+�� � � � � &��* ������ ��C * �*  ���* ��� � ���� �� �
�� �
� �� � ��
������
'�<�   Pantoea stewartii su b sp. stewartii   �*   E rwinia chry santhem i ���� �! ��
������� ��� (E c h 1) �*  �* �� � ! +� (E c h 2)  (! ��� &��� �+� �$
�� � � 	��� �� .)&/L�+� �\ � �(
�� �.�$*  
�� +� �'���� 
�� (� )   Pantoea aggl om erans DMST4633  DMST4045 �*   DMST20659 (! ��� &�
�� �+� �$
�� � � 	����� +� ��� ���# (� 	��� ���� 	) �&� �# �� ��(�� �� �� 2 

 

��� 
�@�
'�<� �����
� �� 
��� 
� I��� * -� (��(� �� � 
'�<�  ��� ��� �7�
'�<� �����
� �� 
* �<� � ��� �� ��  
N A  �-+�� 28 o

C 
� I�
� * � 16-24 '&� �+�  �* �� 
��� 
'�<� � � �+�) 1-2 * ,� *  * �� ���<7��* &���� \ -�
'�<� 
�@�
�� 4 oC �*  *  * �� 
'�<� � � �+�) 1-2 * ,� ��# �� *  * ��  g ly c er ol 20%      
�@�
'�<� �����
� �� �� -20 �*   -
80 oC 

 

��� 
* �<� � 
'�<� 
��� �7�+��'������ ��* � �  ��� ��� 
* �<� � 
'�<� �����
� �� ��� �� ��  N A  �-+��
� $)� 1 ,+� 30 o

C 
� I�
� * � 16-24 '&� �+�  
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� �� �� � 	
 2  '����*  # �� �&��$	�����
� �� ���'������ ��* � �  
 

 ��& /��) � ��/ �0 � ! � �4 �)  � �� (� � 	
� � 

Pantoea stewartii su b sp. 

stewartii LMG  2715
T
 

���� ��� Collec t ion of  t h e 

Lab or at or iu m  v oor  

Mic r ob iolog ie en Mic r ob iele 

G enet ic a, B elg iu m  

P. aggl om erans DMST 4633 �� �� +� ��� ���# (� 	��� ���� 	 
P. aggl om erans DMST 4045 �� �� +� ��� ���# (� 	��� ���� 	 
P. aggl om erans DMST 4045 �� �� +� ��� ���# (� 	��� ���� 	 
E rwinia chry santhem i ���� ��� �� +� �'���� 
�� (�  
E rwinia chry santhem i �* �� � ! +� �� +� �'���� 
�� (�  
XE 1 ���� ��� �. ��� - 
XE 2 ���� ��� �. (�� 

XE 3 ���� ��� �. ��� - 
XE 4 ���� ��� �. ��� - 
XE 5 ���� ��� �. (�� 

XE 6 ���� ��� �. ��� - 
XE 7 ���� ��� �. ��� - 
XE 8 ���� ��� �. ��� # � � � �	 
XE 9 ���� ��� �. ��� )$�* � 

XE 11 ���� ��� �. ��� - 
Y 001 ���� ��� �. ��� � �'# �+� 
W 001 ���� ��� �. ��� � �'# �+� 
W 002 ���� ��� �. ��� � �'# �+� 
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� �� � � � , �� � �  !"� � � � � 	� � 	)  Pantoea stewartii s u b s p .  stewartii   � �� � �/ 	� �� � ��� � ��    
 

��� (� � �# � ��$)# +�&(��*  ��� 
�� �.�� � 
'�<� �����
� �� ��� �� ��       
 

��� (� � �# � ���� 
�� �.�*  * &�� ) ���* ����� �� �� �&�
* �� ��7�
��  N ig r osine m ediu m  

(G u o et al ., 1982) E�� � �  �� ���� �    y east  ex t r ac t  1 �� &+ g ly c er ol 30 +�* * �* �(�  sodiu m  t au r oc h olat e 

3 �� &+  1%  nig r osine solu t ion  20 +�* * �* �(�   � $��C �  15 �� &+ (-� * �(�   pH  6.7   � �� ��  N A   (b eef  3 

�� &+  y east  ex t r ac t  5 �� &+ � $��C �  15 �� &+ (-� * �(� )  �*   CPG  (Casam ino ac ids  1 �� &+  pept one  10 
�� &+  g lu c ose  10 �� &+  � $��C �   15  �� &+(-� * �(� )   �*  (� � �# � ��$)# +�&(������ ��
�* �� ��� � ���

* �<� � ��� �� ��    LB  ��
(�+
�* ��  5%  ��� �7������
� �� 
* �<� � ��� �� �� �&� �* -��  �*  �-+�� 30 o

C 
� I�

� * � 1- 5 � &� �*  (� � �# � ���� 
�� �.�*  * &�� ) ���* ���� � �����
� ��  
 

��� (� � �# � ������*  � ,� � -�� �� � 
'�<� �����
� ��  ��� ��� �7�
'�<� �����
� �� 
* �<� � ��� �� ��  
N A  
� I�
� * � 24 '&� �+�  �7�
E* * 	�����
� �� ! � � �� +# ���� + (� � �# � �1 �� �(��* �� � �$* �� � ��	  

  

��� ��# � ��$)# +�&(������ 
�* �� ����� � �����
� ��  ��� ��� �7�
'�<� �����
� �� ��
�� �.��
� �� ��  N A  +���� * � ��� * � ���+�� �� �� # 7�� � &�(� � �# � ���� 
�* �� ��� (Mot ilit y  t est  ag ar ) 

� �  �� ���� �  B eef  ex t r ac t   3 �� &+  Pept one  5 �� &+  G lu c ose 2.5 �� &+ �*  � $�� 4 �� &+ ���<7� 1 * �(�  
(� � �# � ���� 
�* �� ���� * &� ���
* �<� � 
'�<� 
� I�
� * � 1-2 � &� (Sc h aad et al ., 2001) 

 

��� ��# � ��$)# +�&(������ �7��� �
����� � (Pat h og enic it y  t est ) �*   H y per sensit iv e 

r eac t ion   

 

��� 
* �<� � 
'�<� �����
� �� ��� �� �� 
� * �   I M (2 m M (N H
4
)

2
SO

4
  1 m M KH

2
PO

4
  1 m M 

Mg SO
4
.7H

2
O  100m M ME S    0.1%  c asam ino ac ids  �*   1% su c r ose � � &� pH  5.5 ��� �  1 N  

N aOH  ���  su c r ose �*   Mg SO
4
.7H

2
O  (�� � ��� \ -�
'�<� �� �) (Klem ent , 1963) 
� I�
� * � 10 '&� �+�  

�7�! � J��
���� * &� �� (inf ilt r at ion m et h od) �*  � ���� � � ��� � � � � � (w h or l inoc u lat ion) �� � (��� -� �
���� ���� � ��# �� �&��$	� ���� � 2 � �� $ 7 � &� 
��� (� � �# � ��$)# +�&(������ 
����� ��*  � �# ,� 
( N icotiana tab acu m ) 
��� (� � �# � �� F���� �� � H y per sensit iv e r eac t ion �* $+9$� 
��� �� ��$+�� �+'�<�
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� I�
� * � 3 � &�# 7�� � &����� ����*   24-48 '&� �+� # 7�� � &�� �# ,� (� � �# � �� ���� ������ � ��'�&<�
# � �  ��� �'�(����J��� �� �� 
� I�(&� 
� � �� �
��� � 

 

(� � �# � �
'�<� �����
� �� ��� � 
����� E LI SA  ��� '$�(� � �# � �# 7�
� @�� ,�  Pat h oSc r een®  

# 7�� � &� E rwinia stewartii (A g dia® , I nc ., U SA )  

 

�7�# �� ��� �* � � 
'�<� �(-*  # �� �&��$	 ��� &��-��,��* ���# �  0.2 ���� �+� �� �* �� 600 ����

+(�  � � �+�(�  100 ! +��� * �(� �7�� F���� �� ���� � 
����� E LI SA  (�+�7��� �7��� � �� �� &� ��� �7�# ��
��� �* � � 
E* * 	
�* �� �* � ��� * $+ �-+��� $)� 1 ,+� 37o

C ���* -� � '�<� 
� I�
� * � 2 '&� �+�  * ��� ��� �  
PB ST (PB S ��
(�+ Tw een 20  � &(� � 0.05%) � � �+�(� 
(@+� * $+�7��� � 5 �� &<�  
(�+ m onoc lonal 

alk aline ph osph at ase enz y m e c onj u g at ed � � �+�(�  100 ! +��� * �(� (-� � * $+ �-+��� $)� 1 ,+� 37o
C ��

�* -� � '�<� 
� I�
� * � 2 '&� �+�  * ��� ��� �  PB ST �7��� � 5 �� &<�  
(�+ p-nit r oph eny l ph osph at e su b st r at e 

�� �+
��+��� 1 +�* * ��� &+/+�* * �* �(�  � � �+�(�  100 ! +��� * �(�  �-+����+��� $)� 1 ,+� 37o
C 
� I�
� * � 20 

���� � -���-���� �,��* ���# � ���� �+� �� �* �� 405 ����
+(�  ��� � 
�� �� �  E LI SA  r eader  (Lab sy st em  

� $-� Mu lt isc an E X) 

 

��� (� � �# � ���� � 
����� Poly m er ase c h ain r eac t ion (PCR) 

   

* �<� � 
'�<� �����
� �� ���7�+���# � ���� �� ��  N A  
� I�
� * � 24 '&� �+�  �'�! +���<+N U������ \ -�


'�<� �( ��C �� ���* ���� � 
'�<�  � ��� ! � 
��� * � ��# �� ���7�� F���� �� �
�������E�� �� 	��� (� �  E��
� �  �� ���� �  1X PCR b u f f er   0.2 µ m  dN TPs  0.25 m M Mg Cl

2
  200 nm  �� � �,-! �� 	
+� � 	 �*   T aq  

DN A  poly m er ase 0.3 u nit  ��� F���� �� ��&<� � +� 15 µl ��� �'��,-! �� 	
+� � 	����� (� � �� ��
� P�� +��  3 
'�������� ��* � � (�+� ������ �� �  (Coplin et al ., 2002) ! ����- �,-! �� 	
+� � 	 E SI G 2c  (5�  

G CG CTTG CG TG T-TA TG A G  3� ) �*   E S16 (5�  G CG A A CTTG G CA G A G A T 3� ) # 7�� � &�# -� � 
16S-23S r RN A /I TS   CPSL1 (5�  CCTG TCA G TCTCG A A CC 3� ) �*   CPSR2c  (5�  

A TCTCG A A CCG G TA A CC 3� ) # 7�� � &�� �� cp sD  �*  �,-! �� 	
+� � 	 H RP1d  (5�  
G CA CTCA TTCCG A CCA C 3� ) �*  H RP3c  (5�  G CG G CA TA CCTA A CTCC 3� ) # 7�� � &�� �� hrp S 
��� �'��,-! �� 	
+� � 	(-�  16S r DN A  (-� 
'�<� �����
� �� �* $-+ E nt er ic s b ac t er ia ! �� 	
+� � 	 f d2 (5�  
CCG A A TTCG TCG A CA A CA G A G TTTG A TCA TG G CTCA G  3� ) �*   r p1 (5�  
CCCG G G A TCCA A G CTTA CG G TTA CCTTG TTA CG A CTT 3� ) ( W eisb u r g  et al ., 1991) '���*   
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200 nm  
� I�(&� �� ��$+1 �� �� (int er nal c ont r ol)��� �'�� � ���� �7�� F���� �� ��&� ��< 1 � � � �� �  94 oC  
2 ���� (�+��� �  30 � � ��� �  94 oC  20 � �����     54 oC  15 � �����     72 oC  90 � ����� �*   1 � � ��� �  
72 oC 5 ���� (� � �# � �C * C * �(�� � ��E�� �� 	 ��� �� ���� �  0.8% �  ���� # 
�* � �
* ��(�N � �E�#  �� �+
(-�� �&�� 	�� �� 100 �� * (	
� I�
� * � 30 ���� � �� +��� � # �� *  * �� 
� ��
��� +��� ! +�	 (� � �# � ��9���

� @�
� 1 �� �(��# � � $* (� ��! � �� 
* ( 

 

��� �'��� * -� ��� 	�� �
� I�# �� # &�# 
(� � 95 '���   
 

�7�
'�<� �����
� �� ��
�� �.��� �� ��  N A  ���� �
� I����* ��
��� �  � �� +# ���� + 
��� (� � �# � �
�� �+�� �# $���[�� � 
'�<� �����
� ��   (� � �# � �� F���� �� � ox idase ��� � �C -�(� � �# � �# 7�
� @�� ,�  
B ac t ident ®  Ox idase (Mer c k , G er m any ) �*  (� � �# � ���� 
�� �.��� �� ��  Tr iple su g ar  ir on ��

(� �� +��� * � ���* � � �*  +�# -� �� ���� �� �� 
� �� � � � ,-  
��� (� � �# � ���� �'��<7�(�* # �+'���! ����- 
�* ,��#   �* ��(#  �*  E,��#  ��� # � ��� ��Y# ������ �'��<7�(�*  �*  ��� # � ���  H y dr og en su lf ide ���
��� �'�  f er r ou s su lf at e ��� �7���� 
��� 
'�<� �����
� �� ��� �� �� 
� �� �  �*  ��� 
'�<� * � ��� * � �� �� ��
� �  +�)# �+# -� �# ��� � �� �+* ���� � � �� ��  (� � �# � ���� 
� * �� ��� * � * &�� ) �*  # ��� � � �� ��
��# -� �� �� �� 
� �� �  (slant ) �*  # -� �� �� �� ��(7��� -�# -� �
� �� �  ( b u t t ) ��'-� �  24 �*   48 '&� �+�  

 

��� 
(� �� +# �� ��� �* � � 
'�<� �����
� ��  
'�<� �����
� �� ���* ��
��� � ��� �� ��  N A   �* �� �7�+�
��# � �(�+�7��� �7��� � �� �� &� �&� � �� *  
� �� ���� � -� �&� ��< �7�
'�<� �����
� �� +�
��+� � �+�)��
� �� ��  B U G

TM
 A g ar   
� I�
� * � 24 '&� �+�  
(� �� +# �� ��� �* � � 
'�<� �����
� �� ��# �� *  * ��   

I noc u lat ion f lu id (0.4% N aCl   0.03% Plu r onic  F -68   0.02% g ellan g u m ) ��+� 5 m M Sodiu m  

t h iog ly c olat e �*  � &��-��# � # -� � C -�� (t r ansm it t anc e, T) 63%  ��� � 
�� �� �  B iolog ®  t u r b idim et er  �7�
# �� ��� �* � � 
'�<� �����
� �� 
(�+* � �� B iolog ®  G N  Mic r oplat e � � �+�(�  150 ! +��� * �(�  (-� � * $+  
�-+��� $)� 1 ,+� 30 oC 
� I�
� * � 4 9��  24  '&� �+�  � -���-���� �,��* ���# � �� 590 ����
+(� ��� � 
�� �� �  
Mic r olog  

TM
 Sy st em  
+�� 
* �<� � 
'�<� 
� I�
� * � 24 '&� �+�  
� � �� �
��� �C * �&�L����� +,* ���� � ��� + 

Mic r olog  v er sion 4.2 �����
� �� �(-*  # �� �&��$	�7���� ��* � �  3 E<7� 
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� 5 � 	) � � � 	) � � � � , �& � � �(� �  !"� � � � � 	� � 	)  
 

��� ��� �'��� * -� ��� 	�� � 95 '��� ( 1 ��C �� ��� 1) ��� �'�9��� �� �� # 7�
� @�� ,�  G N 2 

m ic r oplat e (B iolog  I nc ., U SA ) 

 

� �
�� � � 	� ,� ������ �'��� * -� ��� 	�� ���� � � ������ # 9�(���� Pr inc ipal c om ponent  A naly sis  

�7��-���� �,��* ���# � ���� �+� �� �* �� 590 ����
+(�  �� � 
'�<� �����
� �� �(-*  # �� �&��$	+�� � &��-�
+�(� L�� ��� � � ������  A v er ag e w ell c olor  dev elopm ent  (A W CD) (�+# ,(�    

 

A W CD =  (C = R)/ [ {Σ (C-R) } / n] 

 

��� �-� C � +�� 9�� �-��,��* ���# � ���(-*  � * $+ �-� R � +�� 9��  �-��,��* ���# � �� � � * $+��

� I�(&� 
� � �� �
��� �* �� � �� � * $+��! +-+�# �� � �� �� � � ,- n � +�� 9�� �7��� �# �� � �� �� ����# � � ������<
���  95 '��� 
� � �� �
��� ���� � � ������ ��� # 9�(���� � �
�� � � 	��� +,* � * �� (&� �� � ��� Pr inc ipal 

c om ponent  A naly sis ��� � �� � ��� + N TSY S V. 2.01d (A pplied B iost at ist ic s, I nc .)  �*  � �
�� � � 	
��� �'��� * -� ��� 	�� �
� I�# �� # &�# 
(� � 95 '��� ��� � �-� sim ple m at c h ing  c oef f ic ient  �&��* $-+��� �
�� � ��� +  U nw eig h t ed pair -g r ou p m et h od of  av er ang es (U PG MA ) (W ilson et al ., 1999) �����
# � ��� 
����� ��� + ��� �'���� +,* ��� �'��� * -� ��� 	�� �
� I�# &�# 
(� ��� � 
'�<� �����
� ��  Pantoea 

stewartii su b sp. stewartii   P. d isp ersa  �*   P. aggl om erans ���L����� +,*  B iolog ®  �����

� � �� �
��� � 
 

� ,� ���* �� ��+�	��
� @�
� ��� � 
����� A F LP (A m plif ic at ion F r ag m ent  Leng t h  

Poly m or ph ism )  

 

# �&���
� @�
� �&<� � +���� � � ������  CTA B  ( J au f eer ally -F ak im  and Dook u n, 2000) ��� ��� �7�
# �� ��� �* � � 
'�<� �����
� �� ��
* �<� � ��� �� �� 
� * �  N B  
� I�
� * � 16 '&� �+�  +�(�( �� ����� �+
� @�
� � � 1,385 g * ��� ( �� �
E* * 	��� �  PB S �7��� � 3 �� &<�  *  * �� ( �� �# $����� ��� � # �� *  * ��  TE  

570 ! +��� * �(�  
(�+ 10%  SDS � � �+�(�  30 ! +��� * �(�  �*  
(�+ Pr ot einase K � &(� � 20 +�* * ��� &+/
+�* * �* �(�  �7��� � 2 ! +��� * �(�  �* &�� * � �! � +� �-+�� 37 o

C 
� I�
� * � 30 ���� 
(�+ 5 N  N aCl 

� � �+�(�  100 ! +��� * �(�  �*   10% CTA B  ��# �� *  * ��  0.7 M N aCl � � �+�(�  80 ! +��� * �(�  
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�* &�� * � �! � +� �-+�� 65 o
C 
� I�
� * � 10 ���� � � �� ���� -�# �� ��� * � �� �#  
(�+ c h lor of or m :  

isoam y l alc oh ol (24: 1) � � �+�(�  1 
�-� C # +�� �
����&� � U]�(�( �� ����� �+
� @� � � � 8,000 g 
� I�

� * � 10 ���� �-� � H  �,�# �� # -� ���+��# -� * � ��� +- 
(�+ isopr opanol � � �+�(�  0.8 
�-� �* &�� * � �
! � +��� �# �� C # +
����&� �-+! � ��� -20 o

C 
� I�
� * � 10 ���� (�( �� ���
� @�
� ���� �+
� @� � � � 8,000 
g 
� I�
� * � 10 ���� �*  * ��� ( �� ���� �  70 % et h anol (��( �� ���
� @�
� �� ��� ��  *  * �� ( �� ���

� @�
� ��� �  TE  �7�! � (� � �# � ��� �+
��+����*  �$)1 ���� � ��
� @�
� ��� �� ���� �  0.8 % �  ���� #

�* � �
* ��(�N � �E�#  �� �+(-�� �&�� 	�� �� 100 �� * (	
� I�
� * � 30 ���� � �� +��� � 
� ��
��� +��� ! +�	 
(� � �# � ��9���
� @�
� 1 �� �(��# � � $* (� ��! � �� 
* ( 

 


� � �� �
��� �* �� ��+�	��
� @�
� (�+� ������ �� �  (A v r ov a  et al ., 2002) �7���� (&���
� @�
� ��� �

� �! E+	(&��7�
�� �*  
'�� +(-� �&� adapt er  � F���� �� �� �  �� ���� �  ��
� @�
�  500 ������ &+  
� �! E+	 
E coR I  �*   Mse I  � � -�� *   5 � ,��(  one-ph or -all b u f f er  PLU S 1X ��� F���� �� ��&<� � +� 40 ! +��� * �(�  
�-+��� $)� 1 ,+� 37 oC 
� I�
� * � 1 '&� �+�   
(�+# �� # 7�� � &�
'�� +(-� �&� adapt er  � �  �� ���� �   E coRI  

adapt er  �*   Mse I  adapt er  � � -�� *   100 �����+*   T4 DN A  lig ase 1 � ,��( A TP 5 +�* * ��+*  one-
ph or -all b u f f er  PLU S 1X ��� F���� �� ��&<� � +� 50 ! +��� * �(�  �-+��� $)� 1 ,+� 37 oC 
� I�
� * � 3 
'&� �+�   �7���
� @�
� ��! ��+��7�� F���� �� � PCR ��� pr eselec t iv e ��# �� � �  �� �! ����-  ��
� @�
� ��(&�
�*  (-� ��� �  adapt er  �* �� 
��� ���  10 
�-� �7��� � 2.5 ! +��� * �(�  pr im er  E c oRI -O (5� -

G A CTG CG TA CCA A TTC-3� ) �*    pr im er  MseI -O (5� -G A TG A G TCCTG A G TA A -3� ) � � -�� *   
0.2 ! +��� �+*  dN TPs 0.2 +�* * ��+*  1X PCR b u f f er  �*   T aq  DN A  poly m er ase 1 � ,��( ��
� F���� �� ��&<� � +� 25 ! +��� * �(�  �7�� F���� �� ���� � � � ���� �7�� F���� �� � 20  � � ��� �  94 oC  30 � ����� 
56 oC  60 � �����  �*   72 oC 60 � ����� �7�C * C * �(�� �  PCR ��! ��+�
��� ���  10 
�-� �*  �7��7�
� F���� �� ���� selec t iv e ��� � �  �� ���� � # �� � �  �� ��&� ��<  ��
� @�
� ��
��� ��� �* ��  5 ! +��� * �(�  
pr im er  E c oRI -G A  (5� -G A CTG CG TA CCA A TTCG A -3� ) �*    MseI -O � � -�� *   0.25 ! +��� �+*   
dN TPs 0.2 +�* * ��+*  1X PCR b u f f er  �*   T aq  DN A  poly m er ase 0.5 � ,��( ��� F���� �� ��&<� � +� 20 
! +��� * �(�  �7�� F���� �� ���� � � � ���� �7�� F���� �� � �� �  94 oC  30 � ����� 65 oC  30 � �����  �*   72 oC 
60 � ����� ��� �� �� $)� 1 ,+����&<�(� � annealing  * �* � � � �*   0.7 oC 
� I��7��� � 12 � � � �*  (�+
��� �  35 � � ���� �7�� F���� �� ��� �  94 oC 30 � ����� 56 oC 30 � �����  �*   72 oC 60 � ����� (� � �# � �
* �� ��+�	��
� @�
� �� denat u r e ac r y lam ide g el elec t r oph or esis 6 % (30%  ac r y lam ide:  

b isac r y lam ide (19: 1)  8 +�* * �* �(�    5X TB E   8 +�* * �* �(�   u r ea  18 �� &+ �<7��* &� 10  +�* * �* �(�     10% 

A PS   400 ! +��� * �(�     TE ME D (N ,N ,N � ,N � ,-t et r am et h y let h y lenendiam ine)  20  ! +��� * �(� ) 
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��� �'�'$�� �
* ��(� �N � �E�# ���� 33 x  40 
E�(�
+(�  (Lif e Tec h nolog ies/G ib c o B RL ModelS2)   
�7����  pr e-r u n 
� I�
� * � 30 ���� ��� ! +-+�(&� � � -�� ��# �� * ��  1X TB E  �'��� �+(-�� �&���[�� �� 1500 
�� * (	  
(� �� +(&� � � -�� ��� C # +��
� @�
� (-�  Loading  b u f f er  (f or m am ide  10 +�* * �* �(�     Xy lene 

c y anol  10 +�* * ��� &+   b r om oph enol b lu e    10 +�* * ��� &+     0.5 M  E DTA   pH  8.0  200 ! +��� * �(� ) 
��� &(� � 5.5  ! +��� * �(� (-�  1.5 ! +��� * �(�  �7�(&� � � -�� ��
� @�
� ! � (�+
� I�
� * � 5 �����*  �'-�<7���@�
�&����-� ��7�! � 
(�+* � ��'-� � � � � �'��� �+(-�� �&���[�� �� 1500 �� * (	  ����  �&� �9�# ��� �  Xy lene 

c y anol  
�* �� ���! �� 2 �� 3  �� � 
�*  �7�
�* � � �+�� �� +��� � � ������  Silv er  st aining   ��� �7���  ��
������+�
�* �'-��� � # �� *  * ��  ac et ic  ac id 10%  
� I�
� * �  20 ���� �� �� +�&�
�� -�
��H  ��
�� �� �

�� -� * ��� ��� � �<7� deioniz ed w at er  �7��� � 3 �� &<�  �� &<� *   2  ���� � �� +
�* ��# �� *  * ��  Silv er  nit r at e   

0.1 %   
� I�
� * � 30  ���� �*  * ��� # �� *  * �� # -� �
���� � ���� � �<7� �'-�C -�
�* ��# �� *  * ��  
dev eloper  (Sodiu m  c ar b onat e 2.5%   f or m aldeh y de  0.02%   Sodiu m  t h odu lf at e 2  ! +��� �� &+(-�
+�* * �* �(� )  ��
(� �� +�� +- 
�� -�
��H  � � -�� # +7�
# +� 
� I�
� * � 5- 10 ��������  �&� 
� @��9���
� @�
�  
� � $�� F���� �� ���# �� *  * ��  ac et ic  ac id 10% 
� I�
� * � 3-5 ���� �*  * ��� ��� � �<7�  deioniz ed w at er  C ��
�� ��� ��  
� � �� �
��� �* �� ��+�	��
� @�
� ��� � # �� (�� -� +�&��*  # � ��� 
����� ��� +��� � �� � ��� + 
G eneTools®  (Sy ng ene, Cam b r idg e, U K) ��� �'��-���� �+�
(� � 	 ��� Mat h ing  t y pe 
� I� m at c h  all 

t r ac k s t o all t r ac k s      Per c ent ag e t oler anc e 
* �� � 1%    # � ��� 
������� +��� � �-� Dic e� s c oef f ic ient  

(Dic e, 1945)  �*  �&��* $-+��� � �� � ��� + U PG MA  (Sok al and Mic h ener , 1985) � �
�� � � 	�-� 
b oot st r ap ��� � �� � ��� + W inb oot  (Y ap and N elson, 1996) �7��� � 1000 E<7� 
 

��� 
� � �� �
��� �* 7��&���
� @�
� �� � C * C * �( PCR 

 

 �7�C * C * �(��� PCR ���� �� cp sD      16S-23S r RN A /I TS    �*   hrp S ��* �
��������   
pG E M-T®  easy  v ec t or  (Pr om eg a, I nc ., Madison, U SA ) ��� ��� F���� �� ���� 
'�� +(-� ��
� @�
�
� �  �� ���� � # �� �&� ��< ��
� @�
� ���    pG E M-T 25 ������ &+  2X lig at ion b u f f er   5 ! +��� * �(�    
DN A  lig ase 3 � ,��(   C * C * �(��� PCR 1 ! +��� * �(�  ��� � �+�(� # $�����  10 ! +��� * �(�  �7�! � �-+��
� $)� 1 ,+� 4 oC 
� I�
� * ����+��� �7���
� @�
� 9-�� T ��
����� E . col i # �� �&��$	 DH 5α ��� � � ������  h eat  
sh oc k  
� �+������ �7������
� �� ��� � ,-��# 1 ���� �� +� &���
� @�
�  ( c om plet ent  c ell) �'-���<7���@�
����  �&� *  * �� ��� +� 
(�+# �� *  * �� ��
� @�
� ��
'�� +(-� �* �� �7��� � 2.5 u l C # +* � ��# ��
��� �* � � �����
� ��  �-+���<7���@�  30 ���� �7�! � �-+��� $)� 1 ,+� 42 oC 
� I�
� * � 90 � ����� �* �� �7�+�
�'-���<7���@� 
� I�
� * � 5 ���� 
(�+� �� ��  LB  900 ! +��� * �(�  
�� -����� �+
� @� � � � 200 � � �(-� ���� 
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� I�
� * � 1 '&� �+�  ��� $)� 1 ,+� 37 oC �7�# �� ��� �* � � �����
� �� � U]�(�( �� ��* �� ��<� # -� ��#  500 u l 
*  * �� 
'�<� �����
� �� �* &�+��7�! � 
�* �� ��� �� ��  LB  ��+�# �� � F�'�� �  A m plic ilin 100 ! +��� �� &+
(-� +�* * �* �(�   I PTG  �*   X-g al � � �+�(�  100 �*   150 ! +��� * �(�  (-� ���� �� �� 
* �<� � 
'�<�  �-+��
� $)� 1 ,+� 37 oC 16-20 '&� �+�  �7����* ��
��� � ��
�� �.��� �� �� (� � �# � ���* ���+�'�<�� ��� � ,-��� ���
# �&���
� @�
� ��� � '$�# �&� Q I A pr ep®  Spin Minipr ep Kit  (Q I A G E N  I nc ., U SA ) (�+�7��� �7��� �
�� �� &� �*  (� � �# � ������� � �* �# +������� �� ���� �  0.8% �  ���� # 
�* � �
* ��(�N � �E�#  �� �+
(-�� �&�� 	�� �� 100 �� * (	
� I�
� * � 30 ���� � �� +��� � 
� ��
��� +��� ! +�	 (� � �# � ��9���
� @�
� 1 �� �(�
�# � � $* (� ��! � �� 
* ( �7���* ���+�'�<�� ��# -� � �
�� � � 	
��� � �* 7��&���
� @�
�  (Mac r og en, I nc . Kor ea) 

��� �(-*  � ��# -� ��* � 3 ��* �   �7�* 7��&���
� @�
� ��! ��
� � �� �
��� ��&���� +,* L����� +,*  G enB ank  

��� � �� � ��� + G eneDoc  Ver sion 2.6.001 (N ic h olas and N ic h olas, 1997) # 7�� � &�* 7��&���
� @�
� �� �
# -� � 16S r DN A  ��� �'�! �� 	
+� � 	 f d2 �*    r p1 ���7�
�� (-� 
'�<� �����
� �� �* $-+ E nt er ic s b ac t er ia �&<�
�7�+�
� � �� �
��� �� -� +�&���� +,* ���L����� +,*  G enb ank  (h t t p: //w w w .nc b i.nlm .nih .g ov )  ��� �
�� � ��� + B LA ST (B asic  A lig nm ent  Sear c h  Tool) �� h t t p: //w w w .nc b i.nlm .nih .g ov /B LA ST �*  
�&�
� �� � ��� +,* ��� � �� � ��� + c lu st alW   �*  # � ��� 
� I�
����� ��� +��� � �� � ��� + J alv iew  ��� �'�
� ��� N eig h b ou r  j oining   b y  % ident it y  (Clam p et al ., 2004) 

 

� ,� ���* �� ��+�	�� � (���� � �����
� ��  (Solu b le pr ot ein f ing er pr int ing ) 

  

 �7������
� �� ���* ��
��� � ��� �� ��  N A  
��� * � ��� �� �� 
� * �  N B  � � �+�(�  1.5 +�* * �* �(�    
� U]�
� � �� � ���� �+
� @� � � � 8,,000 g 
�# -� ��<7��# ��<�  *  * �� ( �� ���� � �<7� 50 ! +��� * �(�  �*  �7�+�
# �&��� � (����*  * �� �<7���� +�� ������ ��� # &� 
�� �&� ��< 
(�+ 2X loading  sam ple  (1% SDS  125 m M 

Tr is (pH  6.8)   15%  Su c r ose   10%  2-Mer c apt oet h anol  1 m M E DTA  (pH  7.0)   0.05% 

B r om ph enol b lu e) � � �+�(�   1 
�-�(&�  � U]�
� � �� � �� �
����&� �7�! � (�+ 10 ����  � U]�(�( �� ���
�� �+
� @� � � � 8,000 g  
� I�
� * � 5 ���� �,�# -� ��# �# -� * � ��� +- � &�� � �+�)�� � (����� � � ������  
B r adf or d�  assay  (B r adf or d, 1976) �*  �7�! � (� � �# � �� ,� ����� � �� � (����� ��� �� ���
�*  
Disc ont inu ou s poly ac r y lam ide g el elec t r oph or esis (Laem m li, 1970) ���� �+
��+���
�*   5 �*   
15% �� �  '&<� st ac k ing  g el �*   separ at ing  g el (�+* 7��&� ��
�* �&<� � +����� 14 x  16 
E�(�
+(�  
�� �+� ��
�*  1.5 +�* * �
+(�  ��� � �� �+(-�� �&���[�� �� 100 �� * (	 
� I�
� * � 50 ���� ��'&<��� �   
st ac k ing  g el �*   250 �� * (	 
� I�
� * � 3 '&� �+�  ��'&<��� �  separ at ing  g el � �� +
�* ��� �  Coom assie 

b lu e solu t ion (0.25%  Coom assie R250  75% Met h anol  10%  A c et ic  ac id) 
� I�
� * � 15 ���� 
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�� �� +�&�
�� -�
��H  �*  * ��� 
�* ��� �  dest aining  solu t ion (75%  Met h anol    10%  A c et ic  ac id)  

�� �� +�&�
�� -�
��H  ���� -�� 
� @��9��� � (��'&�
�� (� � �# � ��9��� � (����� � # �� (� � -� +�&�
�� � ��� +   G eneTools®  (Sy ng ene, Cam b r idg e, U K) ��� �'��-���� �+�
(� � 	 ��� Mat h ing  t y pe 


� I� m at c h  all t r ac k s t o all t r ac k s     Per c ent ag e t oler anc e 
* �� � 1%  # � ��� 
������� +��� � �-� 
Dic e� s c oef f ic ient  (Dic e, 1945)�*  �&��* $-+��� � � ��� U PG MA  (Sok al and Mic h ener , 1985) 

 

� �/ 	� �� � � � , �� � �  !"�  Pantoea stewartii s u b s p .  stewartii 

 

� � � ���  E n z y m e  L i n k e d  I m m u n o s o r b e n t  A s s a y  ( E L I S A )    

 

��� C * �(�� �(��� ��(-� 
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii LMG 2715  C * �(�� �(��� ��
��� ��� 
(� �� +�� �(�
�� �&� ��<       
 

��� 
(� �� +�� �(�
������&<� 
E* * 	 ( F ix ed c ell) ��� ��� 
* �<� � 
'�<� �����
� �� ��� �� ��  523 
(Casein h y dr oly sat e 8 �� &+   Su c r ose 10 �� &+  MaCl

2
. 7H

2
O  0.035 �� &+  K

2
H PO

4
  2 �� &+ �<7� 1 

* �(�  � � &� pH  6.9) (Sc h aad et al ., 2001) � � �+�(�  2 +�* * �* �(�  
�� -����� �+
� @� � � � 150 � � �(-� ���� 
�� 28 oC 
� I�
� * � 16 '&� �+�  �* �� � ��� 
'�<� �����
� �� � &(� � 1 (-�  100 * � ��� �� ��   523 � � �+�(�  300 
+�* * �* �(�  ��N * �# ���� 1 * �(�  
�� -����� �+
� @� � � � 150 � � �(-� ���� �� 28 oC 
� I�
� * � 16 '&� �+�  
� �� +��� +�����
� �� 
��� (� � �# � ��� �+�� �# $���[�� � 
'�<�  �7�# �� ��� �* � � 
'�<� �����
� �� ! � � U]�
(�( �� ����� �+
� @� � � � 10,000 g 
� I�
� * � 10 ���� �� 4 oC * ��� ( �� ������
� �� ��� � # �� *  * ��   
PB S ( N aCl  8 �� &+   N a

2
H PO

4
*12H

2
O  2.9  �� &+  K

2
H PO

4
  0.2  �� &+  KCl  0.2 �� &+  �<7� 1 * �(�  

� � &� pH  7.4) � � �+�(�  100 +�* * �* �(�  ��� � ��� �,�
'�<� �����
� �� ��<�* � 
��H  �* �� �7�# �� ��� �* � � 
'�<�
�����
� �� ! � � U]�(�( �� ����� �+
� @� � � � 10,000 g 
� I�
� * � 10 ���� ��� $)� 1 ,+� 4 oC * ��� ( �� �
�����
� �� � � + 3 �� &<�  �*  *  * �� �����
� �� ��� � �+�(� # $����� ��� �  PB S � � �+�(�  3 +�* * �* �(�  �*  
� ��� 
'�<� �����
� �� * � ��9$�  dialy sis  (c ellu lose dialy sis m em b r ane MW  c u t  of f  12-14000 Da.) �*  
�7�! � �7��� �
E* * 	�� # 1 �� (f ix ed c ells) ��� �'-�� 2%  g lu t ar aldeh y de (���<7�) ��� � � � �+�(�  20 
�-�
�� � � � �+�(� # �� ��� �* � � �����
� ��  
� I�
� * � 3 '&� �+� ��� $)� 1 ,+�� �� �  � U]�# �� *  * �� 
��H  
(* � �
� * � � ��� 9$�  dialy sis * � ��# �� *  * ��  PB S � � �+�(�  1 * �(�  � U]�# �� *  * �� 
��H  (* � �
� * � 
�-+! � ��� 4 oC �*  
� * �� �# �� *  * ��  PB S 3 �� &<� 1 �� ��
� * � 24 '&� �+�   �7������
� �� � � �+�(�  30 
! +��� * �(� 
* �<� � ��� �� �� 
� * �   N G B  (B eef  ex t r ac t  3 �� &+ Pept one 5 �� &+ G lu c ose 5 �� &+ �<7� 1 
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* �(� ) � � �+�(�  3 +�* * �* �(�  
��� (� � �# � ��� �++�'�� �(�� � 
E* * 	 � ����� -�
E* * 	� &� +�'�� �(� � ,-(�� � �7�

E* * 	�����
� �� ! � �'-�� 2%  g lu t ar aldeh y de  � ���� &<�  � � &��� �+
��+����� � 
E* * 	�� �! ��� �  +�) 
5X10

9
 
E* * 	(-� +�* * �* �(�  ��� �  PB S �-� ���� �7�! � J����  (-��  (Sc h aad et al ., 1990) 

 

��� 
(� �� + Mem b r ane pr ot ein c om plex  (MPC) ���
E* * 	�����
� ��  ��� ��� 
* �<� � 
'�<�
�����
� �� ��� � � ������ ���� (��  �7�( �� �
E* * 	* ��� ��� �  0.15 M N aCl � � �+�(�   100 +�* * �* �(�   �*  
� U]�
� � �� � �� 10,000 g 
� I�
� * � 15 ���� ��� $)� 1 ,+� 4 oC *  * �� 
E* * 	�����
� �� ��� �  0.2 M LiCl � &(� � 
200 +�* * �* �(�  (-� 
E* * 	 10 �� &+ 
(�+ g lass b ead ����
# ��C -��,�� 	�* ��  0.3 +�* * �
+(�  
�� -����� �+
� @�
� � � 150 � � �(-� ���� �� 45 oC 
� I�
� * � 3 '&� �+�  �� � � 
� � g lass b ead � � � �7�# �� ��� �* � � ! �
� U]����� �+
� @� � � � 30,937 g � I�
� * � 40 ���� ��� $)� 1 ,+� 4 oC �7�# -� ��# ! � � U]����� �+
� @� � � � 
108,763 g 
� I�
� * � 120 ���� ��� $)� 1 ,+� 4 oC �7�( �� �+�*  * �� 
��H  ��� � �<7� 100 +�* * �* �(�  �*  
�7�! � � U]����� �+
� @� � � � 71,669 g 
� I�
� * � 120 ���� ��� $)� 1 ,+� 4 oC �7�( �� ���! ��*  * �� ��� �  �<7�
� &(� �  1.5 +�* * �* �(� (-� 
E* * 	
� �+(�� 1.8 * �(�  (Y ak r u s and Sc h aad, 1979) � &��� �+
��+����� �
�� � (����� � � ������  B r adf or d (B r adf or d, 1976) �*  � � &��� �+
��+����� � �� � (��
� I�  1 +�* * ��� &+
(-� +�* * �* �(�  �-� ���� �7�! � J����  (-�� (-� ! �  

 

��� 
(� �� +�� �(�
�����
E* * 	+�'�� �( (Lif e c ell)  
'�<� �����
� �� ���* ��
��� � 
��� * � ��� �� ��

� * �  N MC � �  �� ���� �  N a

2
PO

4
  60 �� &+ KH

2
PO

4
  30 �� &+ N H

4
Cl  10 �� &+  L-g lu t am ine  1 �� &+  

nic ot inic  ac id  1 +�* * ��� &+  t h iam ine  0.1 +�* * ��� &+  b iot in  0.01 +�* * ��� &+  D-m et h ionine  0.2 �� &+  
Mg SO

4
  0.25 �� &+  g lu c ose  10 �� &+ ���<7� 1 * �(�  �7�� �� �� +�\ -�
'�<� ��� �� � � C -��
+�
�� � 

c ellu lose ac et at e ���� 0.2 ! +�� � �  
* �<� � 
'�<� �����
� �� ��� ��� 
�� -�
'�<� �����
� �� ��� �� �� 
� I�

� * � 24 '&� �+�  �� �
'�<� �����
� �� � � ����� �� �� ��� ��� � U]�(�( �� ����� �+
� @� � � � 3,000 g 


� I�
� * � 10 ���� ��� $)� 1 ,+� 4 oC * ��� ( �� ������
� �� ��� � # �� *  * ��  PB S pH  7.4 �7��� � 3 �� &<�  
�*  *  * �� 
'�<� �����
� �� ��# �� *  * ��  PB S (Lam k a et al ., 1991) � &��� �+
��+��������
� �� �-� �
�7�! � J��# &(� 	��* � � ��� � ��� � � &��-���� �,��* ���# �  ���� �+� �� �* �� 600 ����
+(�  �� � # ��
��� �* � � 
E* * 	�����
� �� �� �+��-��,��* ���# � 
�-��&� 0.2 

 

��� C * �(�� �(��� ����# &(� 	��* � �  ��� �7���� J����  ($����# &(� 	��* � �  �&� ��< �7���  (-��
�&��$	 W h it e N ew Z ealand �����<7�� �&�� �  +�) 2-3 ��� C * �(�� �(�����<����  (-�� �&��$	 W h it e 

N ew Z ealand �����<7�� �&�� �  +�) 2-3 ���* �� &+
�� 
* �� ������� ,�-� ��7���� J����  ($��
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# &(� 	��* � �  
��� �'�
� I�(&� 
� � �� �
��� �* � (neg at iv e c ont r ol)  J����  ($����� �  f ix ed c ell � � ��  MPC  
C # +�&� Com plet e F r eu nd� s A dj u v ant  � &(� � 1: 1 ��# &� ��� 	�� � �*  ��# &� ��� 	� ��H  C # +��� �  
I nc om plet e F r eu nd� s A dj u v ant  ��� ��� � � ������ J����'&<��(�C �� � �&� ��(����  (su b c u t aneou s 
inj ec t ion) 2 = 3 (7��� �-�  # 7�� � &� f ix ed c ell � J����  ($�����# &� ��� 	
� ��# &� ��� 	
� I�
� * � 4 
# &� ��� 	 � � �+�(�  800 ! +��� * �(� (-� �� &<�  # -� � MPC J���$�# &� ��� 	
� I�
� * � 4 # &� ��� 	 � � �+�) 100   
200  400 �*   400 ! +��� �� &+ 
�@�
* �� ���  (-�� ����� ,��# &� ��� 	�� 5 
� I�(��! �  �*  �� �
�@�E�� &+
���
* �� ��*  (� � �# � �! (
(� � 	�� � �� �(��� �� 
 

��� 
�� 
* �� ���  (-�� ������ ,* � �����
�� � 	��#  � �� �7�
* �� ���  (-�� ��
�� ! ��+�(&<� ! � ���
� $)� 1 ,+�� �� � ����  �&� 
* �� ���@� (&� �'�
�@+
��� \ -�
'�<� 
��� �� ����
�� � 	�� �
* �� �� * $������ ����
�� � 	 
�7�! � ! � ���(,�
� @����+��� �,�# -� ��<7��#  �*  � U]�(�( �� �
+@�
* �� ���� ��
� * �� ���� �+
� @� � � � 
1,086 g 
� I�
� * � 10 ���� �7�E�� &+��! ����-� 
�@��# -� * � � 
(�+ N aN

3
 �� ��� �+
��+���# $����� 
� I� 

0.02%  
�@�! � ���� $)� 1 ,+� 4 oC (Sc h aad et al ., 1990)  

 

  ��� C * �(�� �(��� ����! �- 
 

��� �'�! �-! �-�&��$	 H isex  ��� 
�@�! �-�-� �J���� �(�
��
��� �'�
� I�(&� 
� � �� �
��� �* � 
(neg at iv e c ont r ol) J�� lif e c ell �*   MPC ��� 
(� �� +�� �(�
��
� +�� ��&� �* -�� ���� (�� J���� �(�
��
� � �+�(�  1 +�* * �* �(� ��'&<��(�C �� � �&� ��(����  (su b c u t aneou s inj ec t ion) ��� ��� J���� �(�
����C # + 
Com plet e F r eu nd� s A dj u v ant  ��# &� ��� 	�� � �*   I nc om plet e F r eu nd� s A dj u v ant  ��# &� ��� 	�� 2 3 
5 �*   6  
�@�! �-�*  �7�+��� �# �&� I g Y  ���! �- ��� �7�! �-! �-��
�@���# &� ��� 	�� 3 9��  7 � * &� ���J��
�� �(�
��
��� �'���# � ���
��<� � (�� 
� �+������ �� �! �-��� � � ����! �-���  �*  * ��� ! �-��� ��� � �<7�

��� �7��&�! �-��� �*  E&�! �-��� � ���� &<� ����  ��� ��'',
��� �7��&�! �-���  �7�# -� �! �-��� ��� � �����

� �� � $�+
� * �� �! �-���  � &�� � �+�(� ! �-��� �*  ���&���� C # +! �-��� �&��<7� pH  4.0 � &(� � 1 (-�  9 # -� � 
� � &� pH  �� � ! �-��� �� �
� I� 5.0 ��� �  0.1 N  H Cl �'-�<7�! �-��� ! � ��� 4 o

C 
� I�
� * �� � -�� ��� �  12 
'&� �+�  �7��<7�! �-��� (�( �� ����� �+
� @� � � � 10,000 g 
� I�
� * � 1 '&� �+�  �� 4 o

C �7��<7�# -� ��#

� �� �� -� w at er  solu b le f r ac t ion (W SF ) �� � � C -����  ���  W h at m an®  N o. 1 # � � '&<� �* �� (�( �� �
��� � 
�* @� �� +�+
��� +E&* 
N (� &(� � 390 �� &+(-� * �(�  �*  �� ��� 4 o

C 
� I�
� * � 30 ���� (�( �� �
� ���� &<� ��� � ��� � U]�
� � �� � ���� �+
� @� � � � 10,000 g 
� I�
� * � 20 ���� *  * �� ( �� �# ���� �$-���! ��
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��� � # �� *  * ��  0.5X PB S pH  7.4 ��� &(� � 0.2 
�-��� � � � �+�(� ! �-��� 
� �+(�� �*  
(�+ N aN
3
 �� �+


��+���# $�����  0.02%  
�@� I g Y  ��! ���� 4 � � ��  -20 oC (# � � '&�  �*  �) , 2548) 

 

(� � �# � ��� �+! � �� � �� �(�E�� &+��� � � ��� E nz y m e Link ed I m m u nosor b ent  A ssay  (E LI SA ) 

 

��� �7�# �� ��� �* � � �����
� �� 
��� ��� �� PB S ���� �+
��+���� �  +�) 108 
E* * 	(-�
+�* * �* �(�  ��� 
��� ��&��-���� �,��* ���# � �� 600 ����
+(�  
�-��&� 0.2 � � �+�(�  50 ! +��� * �(�  (-�
� * $+
�* �� �* � �������# � � E LI SA  (Cost ar ® , U SA ) �-+�� 37 oC ���+��� � � �� ���� -�� �� ��  * ���
��� �  PB ST (PB S 
(�+ 0.05% Tw een 20) � � �+�(�  300 ! +��� * �(�  ��� * ��� �&��� 1 �� &<�  �*  �-+ 5 
���� � �� 3 �� &<�  
��� ��� �� �(�E�� &+��! �����(-*  # &� ��� 	�� 5% sk im  m ilk  ��*  * �� ��� �  PB S �*  
���
���  ��� 2 
�-�
� I�* 7��&��&<� (t w o f old ser ial dilu t ion) 
�* �� �* � �������# � � E LI SA  � � �+�(�  
100 ! +��� * �(�  �-+�� 37 o

C 
� I�
� * � 1 '&� �+�  �*  * ��� ��� �  PB ST �&� ! ���* -�� +��* ��  
(�+ G oat -

ant i Rab b it  I g G  alk aline ph osph at ase ( A 3687, Sig m a, U SA ) � &(� � 1 : 10,000 # 7�� � &���� ��# � �
�� �(�E�� &+��! �������  (-��  �*   G oat -ant i Ch ic k en I g Y  alk aline ph osph at ase (A 1043, Sig m a, 

U SA ) � &(� � 1: 7,500 # 7�� � &���� ��# � ��� �(�E�� &+��! �����! �- � � �+�(�  50 ! +��� * �(�  (-� � * $+ 
�-+�� 37 o

C 
� I�
� * � 1 '&� �+�  �*  * ��� ��� �  PB ST 
(�+E&�# 
(� � p-nit r oph eny l ph osph at e 1 

+�* * ��� &+(-� +�* * �* �(�  � � �+�(�  100 ! +��� * �(�  �-+�� 37 oC 
� I�
� * � 30 ���� � &��-���� �,��* ���# �
�� 405 ����
+(�  ��� 
� � �� �
��� ��&�(&� 
� � �� �
��� �* � ! ����- � * $+��
�* �� ���� � �����
� �� �*  �7�
� F���� �� ��&� nor m al ser u m  � &(� �
��� ��� �� 1 (-�  200 �*  � * $+��
�* �� ���� �  PB S �*  �7�� F���� �� ��&�
E�� &+� &(� �
��� ��� �� 1 (-�  200  ��� �-����� �C * 
� I��� �(�� � +���� -��-���! �����(&� 
� � �� �
��� �* �
� � -�� ��� �  3 
�-� �(-*  (&� � � -��  �7� 2 E<7� �&��� * � ��� Su t u la et.al . (1986) 

 

 ����� ��# � ��'�'$�(� � �# � �# 7�
� @�� ,�  Pat h oSc r een®  # 7�� � &� E rwinia stewartii 

(A g dia® , I nc ., U SA ) 
��� (� � �# � �
� � �� �
��� ��� �+! � �� � ��� �7�� F���� �� ��� ��,-! � ��� �  ��� �'�
� ������ (�+�7��� �7��� � C ,�C * �( 
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��� * ���� �7�� F���� �� ����+�� � �� �(��� �� ��� � ������  Cr oss ab sor pt ion 

 

�7�
'�<� �����
� �� ! ����- E rwinia carotov ora su b sp. carotov ora    E . chry santhem i    

E scherichia col i      �*   Pantoea aggl om erans  ��
�� �.��� �� ��  N A  
� I�
� * � 16-24 '&� �+�  �*  
�,�
E* * 	���C �� � ���� �� �� '���*   loop C # +* � ���� �(�E�� &+�(-*  '���� &(� �� ��� * ,� (-�
�� �(��� �� 0.5 +�* * �* �(�  �7�! � �-+! � ��� 37 oC 
� I�
� * � 3 '&� �+�  � � ��  4 oC 
� I�
� * ����+��� 
��� �� �
�� �(�E�� &+�7�� F���� �� ��&�
'�<� ���# -* � ! �  �7��� �(�E�� &+! � � U]�(�( �� ��� 8,000 g 
� I�
� * � 5 ���� 
�7�# -� ��# �# -� * � ��� +- �*  
(�+ N aN

3
 �� �+
��+���# $�����  0.02% �*  
�@�
��� �'���# � �(-� ! �  

( H am pt on  et al ., 1989) 
 

(� � �# � ��� �+�7�
�� �� � �� �(�E�� &+ 

 


(� �� +
'�<� �����
� �� '���(-�� H  ! ����- E rwinia carotov ora su b sp. carotov ora    E . 

chry santhem i    E scherichia col i      Pantoea aggl om erans     P. d isp ersa        P. stewartii su b sp. 

stewartii LMG 2715   XE 1  XE 2  XE 3  XE 4  XE 5   XE 6  XE 7  XE 8  XE 9  XE 11  Y 001  �*   
W 001   ��
�� 
'�<� ��� �� �� ��@�  N A  
� I�
� * � 24 '&� �+�  
��� ��� ��� � �<7� � � &��-���� �,��* ���# � �� 
600 ����
+(�  � �  +�) 0.2  �7�
'�<� ! � ��# � ������ E LI SA  � � �+�(�  50 ! +��� * �(�  (-� � * $+ 
�(-*  (&� � � -�� �7� 2 E<7� �-+�� 37 o

C ����  �&� 
'�<� �����
� �� �� ��  �*  �'�� ������ �&<�(� �
'-�
��� � �&�
��� (� � �# � ��� �+! � �� � �� �(�E�� &+  �� �+
��+����� � �� �(�E�� &+���'� ! �������� (� � �# � ��� �+

��+�����
� +� # +�� � �� �(�E�� &+ (&� �� ��$+
� � �� �
��� � (c ont r ol) �&� ��< 

 

(&� �� ��$+
� � �� �
��� �* � (neg at iv e c ont r ol)   
 

-  � * $+��
�* �� ���� � �����
� �� �*  �7�� F���� �� ��&� nor m al ser u m  ((&� 
� � �� �
��� �* �) � &(� �

��� ��� ��  1 (-�  200  

 

-  � * $+��
�* �� ���� �  PB S �*  �7�� F���� �� ��&�E�� &+� &(� �
��� ��� �� 1 (-�  200   
 

(&� �� ��$+��� ��* � �  ! ����- 
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-  � * $+��
�* �� ���� � 
'�<� �����
� ��  E rwinia carotov ora su b sp. carotov ora   �7�� F���� �� ��&�
�� �(�E�� &+(-� 
'�<�  E rwinia caratov ora su b sp. carotov ora  � &(� �
��� ��� �� 1 (-�  500 

 

-   � * $+��
�* �� ���� � 
'�<� �����
� ��  E rwinia carotov ora su b sp. carotov ora   �7�� F���� �� ��&� 
nor m al ser u m  �� � # &(� 	��* � � ���'������ C * �(�� �(�E�� &+(-�  E . carotov ora su b sp. carotov ora   

� &(� � 1 (-�  200  
 

��� �-����� �C * 
� I��� �(�� � +���� -��-���! �����(&� 
� � �� �
��� �* � (neg at iv e c ont r ol) � � -��
��� �  3 
�-� (Su t u la et.al ., 1986) 

 

� � � ���  P o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R )  

 

� ��� Dir ec t -PCR 

 


(� �� +# �� ��� �* � � 
'�<� �����
� �� ���-� O.D. �� 600 nm  � �  +�) 0.01 �* �� �7���� 
��� ���
# �� ��� �* � � 
'�<� �����
� ��  10 
�-����
� I�* 7��&��&<� �7�# �� ��� �* � � 
'�<� �����
� ��  100 
! +��� * �(�  ! � 
�* �� ��� �� ��  N A  �-+�� 30 o

C 
��� (� � �# � �� � �+�)
'�<� �����
� �� 
� �+(�� �*  �7�
# �� ��� �* � � �����
� �� (�( �� �
E* * 	��� � � ������ � U]�
� � �� � ���� �+
� @� � � � 8,000 g 
� I�
� * � 5 
���� *  * �� ( �� ���� � �<7�� � �+�(�  15 ! +��� * �(�  �7�! � (�+
� I�
� * � 10 ���� � U]�(�( �� ���
�� �+
� @� � � � 5,000 g 
� I�
� * � 5 ���� �7�# -� ��# � � �+�(�  5 ! +��� * �(� �7�� F���� �� � PCR �&��,-! �� 	

+� � 	# 7�� � &�� �� hrp S (�+��� ��* � � �� �  (Coplin et al ., 2002) 
� +�� ��&���� ��# � �
'�<� (�+� ���
� ��� � ��  
 

� ��� Mag net ic  b ead-PCR   

 

 �7�# �� ��� �* � � 
E* * 	�����
� �� � � �+�(�  100 ! +��� * �(�  �� m ic r oc ent r if u g e t u b e ���� 
1.5 +�* * �* �(� C # +� -� +�&� Rab b it  ant i-MPC �� �  Pantoea stewartii su b sp. stewartii LMG 2715 ��
� &(� � 1: 500 ��# �� *  * ��  PB S �7�# �� C # +
�� -����� �+
� @� � � � 100 � � �(-� ���� 
� I�
� * � 30 ���� 
�7�! � (�( �� �
E* * 	��� � � ������ � U]�
� � �� � ���� �+
� @� � � � 5,000 g 
� I�
� * � 5 ���� *  * �� ( �� �
��� � # �� *  * ��  PB S ��
(�+ 0.1% B SA  
(�+ Dy nab eads®  M-280 Sh eep ant i-Rab b it  I g G  (Dy nal, 
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N or w ay ) �7��� � 6 ! +��� * �(�  +�� � �+�) b eads � �  +�) 4 x  106
 b eads ��* ��� ��� � # �� *  * ��  PB S 

��
(�+ 0.1% B SA  +��-� � 2 �� &<�  �7�
E* * 	�*   b ead ! � 
�� -��� �+
� @� � � � 100 � � �(-� ���� 
� I�
� * � 
60 ���� * ���  b ead ��� � # �� *  * ��  PB S ��
(�+ 0.1% B SA  �� m ag net ic  Dy nal® MPC-S (Dy nal, 

N or w ay ) *  * ��  b eads ��� � �<7�� � �+�(�  15 ! +��� * �(�  �&��� * � ��� E nr ot h e and E ng st r and (1995) 

�7� 5 ! +��� * �(� ! � �7�� F���� �� � PCR ��� �'�� ������ �*  �&<�(� �
'-�
��� � �&�� ������  dir ec t -PCR �&�
���� (�� 

 

� ��� A m pli-disk  PCR 

 

� ������ (� � �# � ���� �7�# �� ��� �* � � 
E* * 	�����
� �� ���� �+
��+���(-�� H  � � �+�(�  100 
! +��� * �(�  � � �* � �� ag ar -disk  ����� �  +�) 0.6 x  0.6 (�� �� 
E�(�
+(�  E�� 
(� �� +��� �7�
� �� �� � $����+�# -� �� �  �� � 0.125 
�-��� �  N B  �*  � $�� 0.5%  ��� \ -�
'�<�   
�* � ����  ��� 
�� 
+* @�
� � -�� � ������� \ -�
'�<� �* �� � � �+�(�  5 +�* * �* �(� (-� ��  ��� ���� 2.5 X 2.5 (�� �� 
E�(�
+(�  C �� �� �
�� �� 1 �� ��(,�� * � �
'�<�   (lam inar  f low )  �-+ ag ar -disk  ��� � �# �� ��� �* � � 
E* * 	�����
� �� ���+�����
� $)� 1 ,+� 30o

C �7�+�
(�+�<7�� � �+�(�  1 +�* * �* �(�  
�� -�
� I�
� * � 15 ���� �,�# �� ��� �* � � 
'�<�
�����
� �� +��7�� F���� �� � dir ec t -PCR �7��� � 5 ! +��� * �(� �&� � ������* -�� ���� (�� �&��� * � ��� Sc h aad 

and Randh aw a (2003) 

 

� � � ���  R e a l -t i m e  P C R    

 

� ������ 
� �+(������7�# �� ��� �* � � �7��� � 3 ! +��� * �(� ���(-*  �� �+
��+����7�� F���� �� �
��� � # -� �� �  �� �
� * -���<! �� 	
+� � 	 f or w ar d �*   r ev er se � � -�� *   200 nM E�� � � �������� �� hrp S 
(A F 282857) ��� � �� � ��� + F ast PCR v er sion 4.0.13 (Kalender , R., I nst it u t e of  B iot ec nolog y , 

U niv er sit y  of  H elsink i, F inland) � -� +�&���� �&�
* �� ���� � # �� (� H r pS688RTF  (5�  CCT G A TT 

TCA  CG A  CTG  CCT G G T CC 3� ) �*   H r pSN TR688 (5�  A TG  CG T TG C G TT G TC A CG  TTG  

A G T) �� ������� � C * C * �(
� I� 123 �,-
�#  E�� �# �� * 7��&���
� @�
� �� � # -� ���! �� 	
+� � 	 �*  C * C * �(
�� �  Real-t im e PCR ! ���&� ��1 ���� 1 �7�! �� 	
+� � 	C # +� -� +�&� 1X Plat inu m ®  SY B R®  G r een 

qPCR Su per Mix -U DG  w it h  ROX (I nv it r og en
TM

, U SA ) ��� � �+�(� � � +�&<� � +� 12 ! +��� * �(�  �7�
� F���� �� ���� � � � ��&� ��<  
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� � ��� 1  95
o
C    2  ���� 

� � ��� 2  95
o
C    8  � ����� 

� � ��� 3  68
o
C  15  � ����� 

E<7�� � ��� 2 �*   3 �&<� � +��7��� � 40 � � � 

�7�� F���� �� ���� � 
�� �� �  Mast er  c y c ler
TM

 ep r ealplex , E ppendor f   

 

�7��(-*  �� �+
��+���� � -�� ��� �  3 E<7� �7��-� c T +�# � ��� �� �N +�(� L���  � � -�� � � �+�)

E* * 	 ( c f u ) �*  �-� c T �*  � ��-� m elt ing  c u r v e 
��� (� � �# � ��� �+9,�(�� � �� � C * C * �( PCR ��! ��  
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� �� � 	
 1  * 7��&���
� @��� � � �� hrp S �*  # -� ����7�+��'�
� I�! �� 	
+� � 	# 7�� � &�
����� Real-t im e PCR E��
�� �C * C * �(���� 123 �,-
�#  * 7��&�
�# �����
# ���(��*  +�* ,��� � � ,-������
� I�# -� � F or w ar d 

pr im er  �*  # -� ���+�* ,��� � � ,-����* -�� 
� I�# -� � Rev er se pr im er  * 7��&�
�# ��
� I�� &�� �
(&� � ��
� I�# -� ���
� @��� � C * C * �( Real-t im e PCR 

 

 

> g i | 8 2 4 7 0 7 4 5 : 1 7 3 2 2 -1 8 9 4 8  P a n t o e a  s t e w a r t i i  s u b s p . s t e w a r t i i  h r p  g e n e  c l u s t e r ,  p a r t i a l  s e q u e n c e  

G A C G A T G G T T T A T C T G T G C T G A C A T G G T A T T T C T T A T G C C C C T G T A A G C A C T T C G T A A A C A T A A G A

A T A G T G A T T G T A A T T A A A T G T A A T T C A G C T A T T G G C T C T A A G T A T G T T G T T A A C T G C G A T G A T G T C A

G T T G A A A G G G A T A A G T G T A G C G G C T C G C A A T C G A A A A C A G T C G G A C T C G C A A T C A G C G C A A A T T T

T G G C T C A C A T T A A C T G C A A C T G A A A T C G G G C G C G G A C T C A C A A T A A C T G C A A A T G G A C T C G C A T T T

A T C G C C G C T G G C T C G C A A T C A A A A T T T C T G G A C T C A C G C T A A G T G A A A A C G A A A T T T G C A C C A G A A

C A C A T G C T G C C T G T C T A G T G A G G G T C T A C C C A A A A C A G A C A G G C C G A T G A G A C A G T A A C G C C G C C

T C A T A A G G G T T T G A A C C A G A T T T A C G A G A C G A T C A G C A T T C G A C A T T T A G A A C C A A A T G A G A C G T T

T T T C T C A T T T G C A G T T A T T G T G A G C C A G C C A A A A T G G A T T G C G A T T C C G T C T G G C T G A T T G C G A G C C

G A T T A T C A C T T A A T G T G A G C C A G A A G C A T T T T T C A T T T G C A C T T A A T C C G A G C T G A A A A A C G G G A T

T A T T G C G A G T C G G T G A A G T T T C G A T T G C G A G C C G T T A C A G A T A A G T G A G G G G C A A C T T T T T A T G A A

T A T T G A A A A T A A T G A G C A C T C A T T C C G A C C A C A T C C G G A A T T G G G A G A G C A T A T C T C A T T C A C G A A

A G A G C A A C C T A T C G A T A T C C A C G A T T C A T T A G C T T C A C T C A T T G A A A C T G T A G C A C C G C T G G A A A T

C G A T C T T G T T C T G G A A G G T G A A A C C G G A A C G G G A A A A G A T A C T C T G G C T C G T A A G A T C C A C C G A C

T T T C A G G G T G C T C A G G C A G A C T G A T A G C G G T T A A C T G T G C A G C C A T T C C G G A A A C G C T G G C T G A G A

G T G A A C T T T T T G G C G T C A A C A A C G G A G C T T A C A C C G G T G C T G T G C A A G C C A G A G C G G G T T A C A T C G

A A G A A G C A A A T A A C G G C A T T C T G T T T C T C G A C G A G A T C G A T A G C A T G C C A T T A T C C C T G C A G G C C A

A A T T A C T G C G A G T A C T C G A A A A C C G T G G C A T A G A G C G C C T T G G C G G T A C C C G G T T T A T C C C G G T A A

A T A T G C G C G T C A T T G T A G C A A C G C A G A A G C C G C T A C T G A C G C T G G T T G A G C A G G G C A C T T T C C G C C

G C G A T C T T T A T T T T C G G C T A A A T A C T C T C T C G A T T C A G C T A C A G C C T C T G C G A T C A C A G G T T G A A A T

T A T T A T C C C C C T G T T T C G T C A C T T C A T T G C T A A G G C G G C C A C A A C G A T G C A A T G C A C G C C G C C G G A

A A T T A C A C A G G A A C T T T G T G A A T A T T T A C T T A G T T A C A G C T G G C C G G G A A A T A T T C G T G A A C T T A A

A A C G G C G G C T A A A C G C T T T A C G C T G G G A T T A C C C C C C C T T A A C G T T C C C C G G A A C G C C G A A C G G C A

A G G G C C A C A G T T G A A G G A G A T A C T G C G T C G C A T T G A A A A A A G CCTGATTCACGACTGCCTGGTC

CGCCATGGGCACAGCATTGATGAAGCCGCCATGGAGTTAGGTATGCCGCTACGCACGCTTTA

TCACCGTATCAAATTACTCAACGTGACAACGCAACGCATC A T T G T C T G A  
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 � �� � � � , �� � �  !"� � � � � 	� � 	) % �� !  

 

� �� � & �� � � �� 5 � -� �  !"� % �� ��� � ��� ��� $ � &  

 

�7�
'�<� �����
� �� # �� �&��$	 XE 1  XE 6  XE 8  XE 9  XE 11 Y 001 �*   P. stewartii su b sp. 

stewartii LMG 2715 ��
* �<� � ��� �� ��  N A  � �� $ 24 '&� �+�  
(� �� +
� I�# �� ��� �* � � ��# �� �&N 
N � � 	 
PB S �-��,��* ���# �  0.3 ���� �+� �� �* �� 600 ����
+(�  �� �+
��+���
'�<� � �  +�) 109

 c f u /m l 
(�+
# ��  Tr it onX-100 �� ��� �+
������# $����� 
� I� 0.02% �7�# �� ��� �* � � 
E* * 	�����
� �� �&� �* -��
� �  +�) 100 ! +��� * �(�  � � � �* � ���� � � �� � ��� � ��* ������ ���� � ���&��$	� ���� � 2 � �� $ 7 � &� 

�@�(������ �����# 1 ���� �+'�<�# &+�&��	 100% ��# 1 ������ ��# �  12 '&� �+�  ��� $)� 1 ,+�� �  +�) 
25 9��  28 oC 
� I�
� * � 3 � &� (� � �# � �� ���� �� � (������ ��� ��� �'�(������ ������ � � ��� � � � � �
��� �  PB S 
� I�(&� 
� � �� �
��� � (v on B odm an et al ., 1998) 

 

� � �� 6 � � � � � �� � � � , �� � �  !"� � � � � 	� � 	) % �� �� � ) (�� � ! �& & �� ) � � � ���  P C R  

 

�7������� ���(��! +-
� I��� �(&�
� I�'�<�� �  +�) 1 +�* * �
+(�  � �  +�) 15 '�<��'-���<7� 1.5 
+�* * �* �(�  
� I�
� * � 5 ���� �7��<7��'-��' 3 ! +��� * �(� +�C # +�&�( �� �
E* * 	�����
� �� ��! ��������
�7�# �� ��� �* � � 
E* * 	���� �+
��+���(-�� H  
��� ���  10 
�-�
� I�* 7��&��&<� � � �+�) 100 ! +��� * �(�
�*  � U]�(�( �� � �7�# �� ��� �* � � ��'���<7��'-��'! � �7�� F���� �� � PCR �&<�  3 ! +��� * �(�  ��
� F���� �� � PCR �&<��'��,-! �� 	
+� � 	(-�  16S r DN A  (-� 
'�<� �����
� �� �* $-+ E nt er ic s b ac t er ia ! �� 	
+� � 	 
f d2 (5�  CCG A A TTCG TCG A CA A CA G A G TTTG A TCA TG G CTCA G  3� ) �*   r p1 (5�  
CCCG G G A TCCA A G CTTA CG G TTA CCTTG TTA CG A CTT 3� ) '���*   200 nm  ( W eisb u r g  et 

al ., 1991) 
� I�(&� �� ��$+1 �� �� (int er nal c ont r ol) E�� � �� ��9���
� @�
� ����� �  +�) 1500 �,-
�#  
�*  �'��<7��'-����'��! +-! ��C # +
'�<� �����
� �� 
� I�(&� 
� � �� �
��� �* � 

 

� �� � & �� � � � � , �� � �  !"� � � � � 	� � 	) , �� � �� � ) (�� � ! �& , �� � ��� � ��� ��� $ � & � 	
5 � -� �  !"�  
 

� * ,�
'�<� �����
� �� ��(����'
� +�� ��&���� ��# � ���� � * ,�
'�<� * � ��(���* ������ ��� �*  
�7�(&� � � -�� ��'���# �� � ���� ��! � +� ���$� ���-��  �* �� �7�����'�&<� # -� ���+�� ���� �C * # ��<7�(�* �*  
# �
��� �  (&�
� I�'�<�
* @�� �  +�) 1 +�* * �
+(�  � �  +�) 2 = 3 '�<� �'-���<7� 100 ! +��� * �(�  � �  +�) 
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5 ���� ��# ! * �	 �*  (� � �# � ���� ! � * �� �  b ac t er ial ooz e �(��* �� � �$* �� � ��	 �*  �,�# -� ��<7��#  
3 ! +��� * �(�  �7�! � �7�� F���� �� � PCR 
'-�
��� � �&���� ��# � ��� �+! � �� � ��� (� � �# � �
'�<�
�����
� �� ��(&� � � -�� ��' �*  (� � �# � �C * ������
� @�
� �� � C * C * �( PCR ��� � 
����� ag ar ose g el 
elec t r oph or esis ��� �'� 0.8% A g ar ose g el �� 0.5X TB E  b u f f er  �� ��� �+(-�� �&���[�� �� 100 �� * (	 
��� 15 ���� � �� +�C -�
�* ��# �� *  * ��  et h idiu m  b r om ide �*  (� � �# � ��9���
� @�
� 1 �� �(��# �  
� $* (� ��! � �� 
* (  

 

 � �� � � � , �� � �  !"� � � � � 	� � 	) % �� � � .& � 	
5 �� 5 78� ��  !"�  
 

� �� 5 � -� �  !"� � � � � 	� � 	) % �� � � .& � ��� $ � &    
 

� * ,�
'�<� * � ��
+* @����� ��� ��� �7�
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii  LMG 2715 

* �<� � ��� �� ��  N A  ��� $)� 1 ,+� 30 oC 
� I�
� * � 16-24 '&� �+�  �7�
'�<� �����
� �� *  * �� ��# �� *  * ��  
PB S � � &��-���� �,��* ���# �  � �  +�) 0.2 ���� �+� �� �* �� 600 ����
+(�  �'-
+* @����� �����# ��
��� �* � � 
'�<� �����
� �� ��
�� �� � �7�# $..����
� I�
� * � 4 '&� �+�  �-� � H  � * -� � �� �� ����
���! � ��

�� �� �  � * &� ����&<��7�
+* @�+�C �� �� ��� �� 1 �� �(�(,�� * � �
'�<�  �&��� * � ��� Pou ssier  et.al . (2002) �'�

+* @����� ������'-��# �� *  * ��  PB S 
� I�(&� 
� � �� �
��� � 

 

(� � �# � �
� � � 	
E@�(	��� (��
+* @� �� �++�'�� �(�*  � � �+�)�� � 
'�<� �����
� �� ������ ����(-
*  
+* @� ��� �7�
+* @����� ����(-*  
+* @��'-��# �� *  * ��  PB S  1  +�* * �* �(�  ��� $)� 1 ,+� 4 oC 
���+��� �7�# -� ��<7��#  ��-� 
� I� 2 # -� � # -� ���� ��� �7��� � 100 ! +��� * �(�  �7���� 
��� ���  10 
�-�

� I�* 7��&��&<�
�* �� ��� �� ��  N A   (� � ��&������
� ��  # -� ���# � � �7��<7��# ��
� * �� �&<� � +�! �
(�( �� ���� � ��� � U]�
� � �� � �� 5,000 g ��� 5 ���� ��<� # -� ��#  �*  *  * �� ( �� ���� � �<7� 5 
! +��� * �(�  �7� 2 ! +��� * �(� ! � �7���� (� � �� �
'�<�  Pantoea stewartii su b sp. stewartii ��� �'�

����� PCR 
� +�� ��&���� (� � �
'�<� �����
� �� ����' 

 

(� � �# � ��� �+! � �� � � ��� dir ec t  PCR   Mag net ic  b ead PCR   A m pli-disk  PCR �*   
E LI SA  ��
+* @���(��
'�<�  ��� �7�# �� ��� �* � � 
E* * 	�����
� �� ���-� O.D. � �  +�) 0.01 
��� ���  10 

�-���� �  PB S 
� I������
� �� 
� �+(��� � �+�(�  1 +�* * �* �(�  
��� ���  10 
�-�
� I�* 7��&��&<���� � �<7��'-
+* @�
� � �� �<7���
+* @� �*  �7�! � 
�* �� ��� �� ��  N A  
��� (� � �# � �� � �+�)
'�<� �����
� �� 
� �+(��  
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��� 
(� �� +�<7��'-
+* @���� � ��� �7�
+* @����� ��� 200 
+* @��'-��# �� *  * ��  PB S � � �+�(�  
200 +�* * �* �(� ���+������ $)� 1 ,+� 4o

C �� � � 
+* @�� � ���� � C ����� ���  �7��<7�# -� ��# ��! ���7����
��# � �(-� ! �   

 

��� 
(� �� +�<7���
+* @���� � ��� �7�
+* @����� ��� 200 
+* @������ � 
�� �� � �� (Rong t song  

ir on w or k s � $-� RT-02A ) �� �+
� @� � � � 30,000 � � �(-� ���� 
� I�
� * � 5 � ����� ( C # +�&�# �� *  * ��  
PB S � � �+�(�  200 +�* * �* �(�  �� ��� �
����&�� �  +�)� ��� ���� �� � � C -���C -� m ir ac lot h  

(Calb ioc h em ® , U SA .) # � � '&<� �7��<7���
+* @���! ��! � ��# � �(-� ! �  

 

�7��<7��'-
+* @�� � �� �<7���
+* @���C # +# �� ��� �* � � 
'�<� �����
� �� �(-*  �� �+
��+���
� � �+�(�  100 ! +��� * �(�  ��# � ���� � � ������  dir ec t -PCR    Mag net ic  b ead =PCR   A m pli-disk  

PCR   �*  � ������  E LI SA  
'-�
��� � �&���� ��! ��� ����� +��* ��  �&� # � $� ��1 ���� 2 
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� �� � 	
 2  �C �C &� �# �� ��� (� � �
'�<� �����
� �� ��
+* @���� � � ������  Dir ec t -PCR (1)  Mag net ic  b ead-

PCR (2)  A m pli-disk  PCR (3)  �*   E LI SA  (4) 

 

 

�/*<"�!�	��"��3$6:� �/*<"�!�	��"� " 

� � �  1 3�$1 !���	� �  

$6:���3�/*<" 

4
o

C  �!�/� 5$ 
� � �  1 3�$ Mi r ac lo t h  

�� %/$6:� 

$6:�� "�/*<" 

� MN$�� 	���   
 �� %/ R abbi t  an t i -f i x e d  

c e ll � 
� � � 1: 10 0  
�� %/* � $�1 3$	�!$�� !  E LI S A  "!	�  

A g d i a®  k i t  

��������	
��/  ����� ��	
��  100 ul 

4 1 2 3 

�  � � $ 

* *�� �  � � $
"!	� $6:�  5 0  u l 

5  u l � :�PC R   

��� 3� 10 0  r p m ,  1 h r .  

�� %/ 4x 10 6  

 S A R -Mag n e t i c  

be ad   

��� 3� 10 0  r p m ,  1 h r   

*!� � $ m a g n e t i c  
D y n a l® M P C -S "!	�  PB S + 

0 . 0 1%  B S A  2 � � 
6  

* *�� �  � � $"!	� $6:� 15  u l  

5  u l � :� PC R   

� 3/ 30 o

C ,  �!�/� 5$ 

�� %/$6:� 3 m l  

� MN$�� 	���   

* *�� �  � � $
"!	� $6:� 10  u l 

1 u l � :� PC R  

��� 3� 1 5  $�� � 
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������,�����5���������� (���.&�	
�������%�������,���� !"� 

 

 �7� 
 + * @���� � � � �� '-�<7� � �� &(� �  10 0  
 + * @�(-� �<7�  30  + �* * � * �(�  � �9$�� * � # (��� *  �̂�C ���
�� �9$� � '-
 + * @�
 �I�
 � * � ��� + ��� �� 4 o

C �7� # -� �� # �� �+ � (�  10    20    40    80    160  � *   20 0  
+ �* * �* �(�  C # + �&�# � � � �� �* � � 
 '�<�  Pantoea stewartii su b sp . stewartii LM G 2715 � ��<7� ��+ �
�� �+ � ) 
 E* * 	(-� �H  �&� (� � �# � ��� �+ � ) 
 E* * 	� �� �� � �7� ! �
 ��� �� �� �� 10  
 �-� 
 �I�* 7� �&��&<� 
 �* ��
��� � � � �  NA �-+ �� 30  o

C 
 �I�
 � * �  2 � &� (� � ��&��� �+ � ) � �� * �� 
 

�7� �<7� � '-��� � � � ���C # + # � � � �� �* � � 
 '�<� � ����
 � �� # -� ��� � �C -� ���  �� �  W h a t ma n®  

No . 1 �7� �� �# � ��� &<� � *  �� � �C -� � M i x ed Cel l u l o se est er memb ra ne ��� �� ,� � $� 0 .45 ! + �� � � 
�7� � C -�
 + + 
 �� � � '-� ��<7� �� �+ � (�  3 + �* * �* �(� (-� � C -�� ��� �
 * �<� �
 '�<�  
 �� -� ���� � + 
 � @� � � � 70  � � �
(-� �� ��
 �I�
 � * �  30  �� �� �7� �<7� � '-
 + + 
 �� ��� �+ � (�  1 + �* * �* �(�  �U]�
 � � �� ����� � + 
 � @� � � � 8, 0 0 0  g  


 �I�
 � * �  5 �� �� *  * � � ( �� ���� � �<7�  10  ! + � �� * �(�  �7� + � (� � �# � ���� � �F���� �� �  P CR  
 � + �� �
�� � ��* � �(� � �# � �
 '�<� ��� �  Di rect -P CR  

 

� ���6 �� �� ������,������5��578��� �� ���.&��&� !"�%���� ���.&� ��/ �0 

 

 �7� 
 + * @����* ,�
 '�<� � *  (� � �# � �
 �� � 	
 E@�(	�� � ��
 �AB� ��� �
 + * @�+ � C # + �&��� �
 + * @�
� &��$	� �� &(� � (-� �H  ! ��� �- 1/ 5, 0 0 0  (0 .0 2%)    1/ 8, 0 0 0  (0 .0 125%)   1/ 10 , 0 0 0  (0 .0 10 %)  � *   
1/ 13, 0 0 0  (0 .0 0 7%) 
 + * @� � �� �7� �� � (� � �� ��! + -� �-��� �
 + * @�� &��$	 � *  � �-��� �
 + * @�� &��$	
 �I�
�� � (su b -sa mp l e) �� �*   50 0  
 + * @� � '-
 + * @���� � � � �� ��<7� � *  (� � �# � �
 '-�
 ��� � �&��� � ��* � �
�� �+ � (� �� � (� � �# � �� � �� �+ � (� # � � � '-
 + * @���
 � + �  # + � ��� � (� � �# � �
 '�<�  
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/����# �$ � � � � 

 

�� 

 

������,���� !"���� �	��	)  Pantoea stewartii s u b s p .  stewartii   �����/ 	������� ���    
 

 �� ��� � 
 * �<� �
 '�<� � ����
 � �� ��� � � � � 
 * �<� �
 '�<�  3 '��� ���   NA   LB   � *   CP G   � �� -� 
 '�<�  
Pantoea stewartii su b sp . stewartii LM G 2715 + ��� � 
 �� �.! ��'�� �� -� 
 + �� 
 ��� ��&�
 '�<� � ����
 � �� # � �
� &��$	� ��H  � �� � � �� �� * ��
 '�<� ��� ���  + � )  1 + �* * �
 + (�  
 + �� � � � $ 24 '&� � + � ��� � � � �  NA 

� �� * ��+ �# �
 � * �� ��� *  �� �
 � �� � C �� + &�� � �  � (-! + -
 � �<+   ���� # � �,�(7� 
 �I�� ,�� �+  (1 � � �� 3 � ) 
�� ��� ���<* &�� )  � �� * ����� ���� � � � �  NA � &�+ �* &�� )  � * � � � �� �&�� # ��� �1 � � �� 3 (� - � ) 
! ��� �- � ��* &�� )  �� �� � &� (� ��* � ��,�(7�   � ����# � ��� �� � &�(� ��* � ��,�# �
 � * �� �
 ��+ �* �� �
! �-�� �   � ����# � + 
 �I�� �� * ���� �� � &� � �� * ���-� ���� �� �� C �� � ��� � �� * ��
 �I�� � � � � &��* �� 
� *  � ����# �
 �I�� �� * ���� �
 � �� � � �� * ���,�(7�  C �� � ��� �-� ���� �� ��� *  
 � �<+ + &�� � �  � �� * &�� )  
��� ��-� � � 
 �I�* &�� )  � ��� � � 1 � � �� 3 (�) 
 + �� � �� * ��� � � $ 3-4 � &�� + �* &�� )  � $�(&� * �(� �
�* � � �� ��,���<� �* �� � 1 ,
 �� ! N  (1 � � �� 3 J) E��
 ���* &�� )  
 '-�
 ��� � �&�
 + �� 
 * �<� ���� � � � �  LB   
� *   CP G  � (-� �� � � � �  CP G  �� �� �� * ��� � � &� � *  � �� * ��+ �# ��� � �� �+  � �� * ��! + -
 � �<+  1 � � �� 3 
(') � �� � � � � �&�
 * �� � Ni g ro si ne medi u m � �� -� 
 '�<�  P. stewartii su b sp . stewartii LM G 2715 � 

 �� �.'�� �� -� 
 '�<� � ����
 � �� # � � � &��$	��# � �� ��H  � �� � � �� �� * ����� ���  + � )  1 + �* * �
 + (� 
 + ��
� � � $ 5 � &� � *  + �* &�� )  � �� * ��
 + �� (� � �# � �1 � � � (��* �� ��$* �� � � �	
 �I�� ,�(� �� (1 � � �� 3 E � *   
K) � � -� �! � �@(� + 
 '�<� # � � � &��$	��# � �� ��H  # � + � � 9
 �� �.! ����� � � � � '�����<! ��� � -� �� � �
 � @�  � ��
� �� �� * ����� �� � .-
 # ��C -� �� ,�� 	�* � ���  + � �  0 .3 = 0 .7 + �* * �
 + (� 
 + �� 
 � * � C -� �! � 2 � &� (1 � � �� 3 
. = �)  
 

 �� � (� � �# � ��$) # + �&(�� ��� � (��# �� �� -� 
 '�<� � ����
 � �� �$�# � � � &��$	(��# �� �� + * � + �� ,�� -� �

 �I��-� �# &<� � *  # � + � � 9
 �* �� ���! �� � �
 � ��
 '�<�  Pantoea stewartii su b sp . stewartii LM G 2715   
 

 
 + �� ��# � ��� � + # � + � � 9� ��� � �7� � � �
 ���� � �� �  Hy p ersensi t i v e resp o nse � �� -� 
 '�<� ��
��# � ��$�# � � � &��$	! + -# � + � � 9
 ����F���� �� � �&��* -� �  � (-
 + �� ��# � ��� � 
 ���� � �� �� -� 
 '�<� � ����
 � ��
�$�# � � � &��$	# � + � � 9�7� � � �
 ����$�J7� �<7� �&�(���* �� ��� � � � �
 + �� � '�� ����� � �* ,�
 '�<� � ��J��
 '�<� C -� �
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�� �� � � *  
 + �� ��# � ��� � 
 ���� � �� �� �� � �* ,�
 '�<� ��� � � ����� � � � � ��� � � � � � � *  
 �@�(��
��� � � � �! � �� �# 1 � � ��+ ��� � + '�<�# &+ � &��	# ,� 3 � &� ��� � � � ����* ,�
 '�<� ��� �  Pantoea  stewartii su b sp . 

stewartii LM G 2715 + �� � �� � 
 � �+ 
 �I��$�J7� �<7� 
 * @�H  � *  * � + ! �(� + 
 # ��� � �� �� C * �� $��   � ��
� C * � � � ��
 �I�# ��<7� (� * � � -� �� � �
 � @� � �� 
 J� �  
 + �� �� � + '�<�# &+ � &��	(7� * � �&�� # ��� �1 � � �� 4 (�- 
J) � (-� � -� �! � �@(� + 
 '�<� � ����
 � �� # � � � &��$	� ��H  �@# � + � � 9�7� � � �
 ���� � �� � 
 �-� �� ��� �� � � � + �&<�

 �-� ��� �� � � �* �� � �&�
 '�<�  P. stewartii su b sp . stewartii LM G 2715

T

 �&�� �1 � �  4 (J = M) E��# &�
 �(
� -� 
 '�<� � ����
 � �� # � + � � 9� 
 ��� �� �� ,�� � �<7�  (Hy da t h o de) ���� �� �E���7� � � �
 � @�
 �I�� C * ! � + �� *  

 �-� (� + �� �� �! �� � *  
 + �� �7� � C * 
 � * -� ��<! �(� � �# � ��� � ! � * �� � o o z e 1 � � � (��* �� ��$* �� � � �	 �@
� �� -� + ��� � ! � * �� � o o z e 
 '-�
 ��� � �&�(����� � � � ����* ,�
 '�<� ��� �  P. stewartii su b sp . stewartii 

LM G 2715
T

  

  

 
 + �� ��# � �
 '�<� � ����
 � �� ��� � '$�(� � �# � �# 7� 
 � @�� ,� P a t h o Screen®  # 7� � � &� Erwinia 

stewartii (Ag di a ® ,  I nc.,  U SA) � �� -� 
 '�<� � ����
 � �� # � � � &��$	 Y0 0 1  � *   X E  �&<�� + �� �
 � �� X E  7 

� *   W 0 0 1 # � + � � 9�7� �F���� �� � �&�'$�(� � �# � ��&��* -� �  � �� + ��� � �7� �F���� �� � ��'&�
 ��+ � ��� -� �� �

 ����F���� �� � �&�
 '�<�  Pantoea stewartii su b sp . stewartii LM G 2715

T � �� 
 �� �� �
 ��� ��� ��-� �� �
�,��* ��� # ���� -� �! �� �&�� # ��� �(� � � ��� 3 
 

 �� ��� � ��# � ��� � �7� �F���� �� �   P CR  ��� � �,-! � � 	
 + � � 	�7� 
 � �  (-�  16s-23s rR NA/ I T S  � ��
cp sD  � *   hrp S  � �� -� 
 '�<� � ����
 � ��  X E 1  X E 6  X E 8  X E 9  X E 11 � *   Y0 0 1 # � + � � 9
 ����F���� �� �
(-� �,-! � � 	
 + � � 	 16 s-23s rR NA/ I T S  � *   cp sD   ! �� � �� � �� 9���
 � @�
 � ��� � 1.1 ��� * 
 �#  � � �� + �&�
� 9���
 � @�
 � �� � 16 s rDNA ��� � 1.5  ��� * 
 �# ��� '�
 �I� i nt erna l  co nt ro l  � ��)  ��
 '�<� � ����
 � ��
� ��H  � �
 J� �  � 9���
 � @�
 � ��� � 1.5  ��� * 
 �# 
 �-� �&<� �&�� # ��� �1 � � �� 5 � � *   3� 
 J� �  �,-! � � 	

 + � � 	���7� 
 � �  (-�  hrp S  ��
 ����F���� �� � �7� 
 � �  �&� Pantoea stewartii su b sp . stewartii LM G 2715

T

 �&�
� �(� � � ��� 3 � *  
 + �� 
 �� �� �
 ��� �* 7� �&���� �* �� � ! ��	�� �C * C * �( P CR  ��! ���� ��&<�# � �� ���&<� 
 + ��

 ��� �* 7� �&���� �* �� � ! ��	�� �
 '�<�  P. stewartii su b sp . stewartii LM G 2715

T

 �&�
 '�<� � ����
 � �� # � �
� &��$	� ��H  ! ��� �- X E 1  X E 6  X E 8  X E 9  X E 11 � *   Y0 0 1  � �� -� �� ��7� �� ���� �* �� � ! ��	  90 3 
� *   110 6 ��� �* �� � ! ��	 + �* 7� �&�
 �# ��� (�(-� ��&��� � 16 s-23s rR NA/ I T S  � *   cp sD  �7� �� � 12 
� *   10  ��� �* �� � ! ��	 (� + * 7� �&� �&�� # ��� �1 � � ��  6  # 7� � � &�� �� hrp S  �&<�
 + �� 
 �� �� �
 ��� �* 7� �&�  
��� �* �� � ! ��	��! ���� ��� � �7� �F���� �� � �� �
 '�<�  P. steawartii su b sp . stewartii LM G 2715

T

 �&���� + ,* ��
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! ���� �L� ���� + ,*  G enb a nk  �&<� � �� -� + �* 7� �&���� �* �� � ! ��	
 � + �� ��&� (i dent i t y ) 100% �� ��&<�� + � 
8 07  ��� �* �� � ! ��	   
 


 + �� �7� * 7� �&���� �* �� � ! ��	�� �# -� � 16 s rDNA + � # � �� �
 �I�
 ��� �� � �� + 
 �� �� �
 ��� ��&�
* 7� �&���� �* �� � ! ��	��! ���� �L� ���� + ,*  G enb a nk  � �� -� � ����
 � ��  Pantoea ag g l om erans   P. 

d isp ersa   P. ananas   P. stewartii su b sp . stewartii    Erwinia  chry santhem i   E. herb icol a   E. 

carotov ora su b sp . carotov ora      + ��� � + � -� � (di st a nce) �� �� �� &M�� �� � ! + -
 ��� 0.3 � *  + ��� � �&�
�* $-+ C # + �&�� �� 
 J� �  
 '�<� � ����&#  Pantoea sp p . 
 + �� �7� + � 
 �� �� �
 ��� ��&�
 '�<� � ��� � ��* � ���< 
! ��� �-
 '�<� ��� � �! ���� ���� � � � �� ���  
 �� ! �� # � � � &��$	  � �� -� 
 '�<� � (-*  # � � � &��$	�&��* $-+ ��  �� �
� � �! � � �� # � � � &��$	 X E  11   � � ��* $-+ � � �! �   # � � � &��$	 Y0 0 1 � *   X E 9  �&��* $-+ � -� + �&� P. 

ag g l om erans  � (-+ �# � � � �� &M�� �� � � -� + �&�
 '�<� � ����
 � �� # � � � &��$	 LM G 2715
T

   # � � � &��$	 X E 1  X E 6  

� *    X E 8  �&��* $-+ � -� + �&� P. ag g l om erans  
 '-��&�� (-� � �# � � � �� &M�� �� � � � �! �� ��# � �   ( 1 � � �� 
7)  
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� �� �	
 3  � �� * ���� �
 '�<�  Pantoea stewartii su b sp . stewartii LM G 2715
T ��� � � � � 
 * �<� �
 '�<� '���

(-� �H  � �� * ����� � � � �  NA � � � $ 2 � &� (� -�)  � � � $ 4 � &� (J) � � � � �  CP G  (')  � � � � �  
Ni g ro si ne medi u m � � � $ 5 � &� (E) 1 � � �� � � �� �� �� * ��� # ��* &�� )  (� ��1 � � � (��* �� �
�$* �� � � �	� (-*  �  � � -� �'-� ����# �� ��+ ���� � 1 + �* * �
 + (�  (K) � �� * ����� � � � �  Ni g ro si n 

medi u m � � � $ 2  � &�  
 '�<�  P. ag g l om erans 4633 (.)  X E 1 (/) X E 2 (F) X E 3 (L) X E 4 (%) 
X E 5 (M) X E 6 (�) X E 7 (() X E 8 (9) X E 9 (�)  X E 11 (�) Y0 0 1 (�)  � *   W 0 0 1 (�) 

� � � 

� 9 � � � 

� 	 
 � 

�  � � 

� � � � 

� � � 
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����� �	
 3  �� � ��# � �
 '�<� � ����
 � ��  �$) # + �&(��� � ��
 �* ��  �� � 
 ���� � � �� � 
 ����F���� �� �  
Hy p ersensi t i v e resp o nse �� � �7� �F���� �� �  E LI SA � �� � '�'$�(� � �# � �# 7� 
 � @�� ,� 
P a t h o Screen®  # 7� � � &� Pantoea stewartii � *  �� � (� � �# � ���� �  P CR  � �� �,-! � � 	
 + � � 	��
�7� 
 � �  (-�  16 s-2 3s rR NA/I T S  hrp S  � *   cp sD  

 

E LI SA P CR  

# � � � &��$	 
�� � 
 �� �.��
� � � � �  LB  
 (�+


 �* ��  5% 

� # ��
� � �� � �$�
J7� �<7�  

HR  P a t h o Screen®  (O .D. 

40 5 nm)
1

 

16s -23S 

rR NA/ I T S 

hrp S  cp sD  

X E 1 + + - +  (2.25) ± 0 .0 6
1

 + - + 

X E 2 + + - + (1.91) ± 0 .0 4 - - - 

X E 3 + + - + (1.64) ± 0 .0 1 - - - 

X E 4 + + - + (2.0 0 ) ± 0 .0 7 - - - 

X E 5 + + - + (1.22) ± 0 .10  - - - 

X E 6 + + - + (1.0 8) ± 0 .0 5 + - + 

X E 7 + + - - (0 .11) ± 0 .0 0  - - - 

X E 8 + + - + (1.0 5) ± 0 .13 + - + 

X E 9 + + - + (1.56) ± 0 .14 + - + 

X E 11 + + - + (1.23) ± 0 .11 + - + 

Y0 0 1 + + - + (0 .98) ± 0 .0 6 + - + 

W 0 0 1 + + - - (0 .12) ± 0 .0 0  - - - 

W 0 0 2 + Nd Nd - (0 .12) ± 0 .0 0  - - - 

P ss 

LM G 2751
T

 

+ + - 
+ (1.34) ± 0 .0 1 

+ + + 

P a g  4633 + + - - (0 .12) ± 0 .0 0  - - - 

P a g  40 45 + + - - (0 .12) ± 0 .0 0  - - - 

 

# &.* &�� ) 	 + � � ��  = � + � � 9��� � �
 �I�C * �� � ��* � �
 �I��� �� � �� * �  
1

 � # ��C * �F���� �� � 
 �I��� � T+U � � �� * � T-U  (�-� �F���� �� � ���� � + � � � �* �� 405  �� � �
 + (� ) ± �-�

 ��� �
 ��+ � (� L� � � �� �-� ��
 �I�C * �� �! ���� ��-� ��+ � ��� -�  3 
 �-� �� ��-� (&� 
 �� �� �
 ��� �* � (0 .12) ± 

0 .0 0  

HR  � + � � 9�� Hy p ersensi t i v e rea ct i o n    P a g   � + � � 9�� Pantoea ag g l om erans  

P ss � + � � 9�� P. stewartii su b sp . stewartii LM G 2715
T

 # � � � &��$	 T y p e st ra i n    
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� �� �	
 4  � � �� � ��� ���� � � � �� � � �# � � � &��$	� ���� � 2  � * &��� ��* ,�
 '�<� � ����
 � �� # � � � &��$	(-� �H  
 �I�

 � * �  7  � &� �* ,�
 '�<� ��� �  P B S (�) �* ,�
 '�<� ��� �  Pantoea stewartii su b sp . stewartii LM G 2715

T

   

(� =�) �* ,�
 '�<� ��� � # � � � &��$	 X E 1  2  3  4  5  6  8  9  11 � *   Y0 0 1 (� + * 7� �&� (J = M) 

� � � � � 

� � � � � 

	 � �
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� �� �	
 5  
 �* � �
 * �� (� � N � �E�#  0 .8 
 �� � 	
 E@�(	 � # ��� 9���
 � @�
 � �� �C * C * �(� �E�� � � 	�� ��� � (� � �
 '�<�
� ����
 � �� ��� � �! ���� ���� � � � �� *  
 '�<�  Pantoea stewartii su b sp . stewartii # &�
 �� �  � 	��� �
! � � 	
 + � � 	�7� 
 � �  � ��  cp sD  (�)  hrp S  (�) � *   16s-23s rR NA/ I T S (�) (7� � � �-���* ,�� � # ��� �
'�<
 �I�� 9���
 � @�� �� �� (-*  � �� � *  * ,�� � # ��7� 
 �I�� 9���
 � @�
 � �� �� �� 16s rDNA 
 � �� � '�

 �I�(&� 
 �� �� �
 ��� �'�<� &��� � 
 ����F���� �� �  P CR  ( i nt erna l  co nt ro l ) NT C � + � � 9�� no n 
t emp l a t e co nt ro l  

1500 bp 

  8 50 bp 
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� �� �	
 6  �� � 
 �� �� �
 ��� �* 7� �&���� �* �� � ! ��	�� �� �� 16s- 23s rR NA/ I T S (�) � *   cp sD  (�) � �
(7� � � �-���+ �* 7� �&���� �* �� � ! ��	��� (�(-� ��&��� �
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 # ����� �* -� �1 � � � + � � 9���  �  �� � 0.1 (di st a nce) 
 '�<� ��+ �(&� � &�� � �7� � ���   P di s � + � � 9�� 
Pantoea d isp ersa  P st w  � + � � 9�� P. stewartii su b sp . stewartii  P a na n � + � � 9�� P. ananatis  

E w h er � + � � 9�� Erwinia herb icol a  E ch  � + � � 9�� E. chry santhem i  E cc � + � � 9�� E. 
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Pagg4633
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PaggDQ133596

PstwLMG2715

PaggDQ904628

Y001

XE9

EchEF530551

EccEF530550

EccDQ333384

EccEF441344

PdisDQ504305

PdisAY227805

EwherAF290417

PstwDQ870766

XE1

PaggEF569226

XE8

XE6

PstwAY642383

PananEF602555

PaggAY914088
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W at e r  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

A lf a-c y c lo d e x t r i n  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

De x t r i n  
+ + + + + + + + + + + - + + + - + 

G ly c o g e n  
- - - - - - - - - - - - - b - - - 

T w e e n -40  
- - - - - - - - - - - - - + + - - 

T w e e n -8 0  
- - - - - - - - - - - - - + + - b 

N-ac e t y l-D-g alac t o s am i n e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

N-ac e t y l-D-g lu c o s am i n e  
+ + + + + + + + + + + + + + + + + 

A d o n i t o l 
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

L-ar abi n o s e  
+ + + + + + + + + + + + + + + + + 

D-ar abi t o l 
+ + + + + + + + + + - + + + + - - 

D-c e llo bi o s e  
+ + + + - + + + + + b + + + + - - 

L-e r y h r i t o l 
- - - - - - - - - - - - - - + - - 

D-f r u c t o s e  
+ + + + + + + + + + + + + + + + + 

L-f u c o s e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

D-g alac t o s e  
+ + + + + + + + + + + + + + + + + 

G e n t i o bi o s e  
- - + - - - - - - - + b - b + - b 

α-D-g lu c o s e  + + + + + + + + + + + + + + + + + 

M-i n o s i t o l 
+ + + + + + + + + + - + + + + - + 

α -D-lac t o s e  + + + + + + + + + + - - - - - - + 

Lac t u lo s e  
- - + - - - - - - - - - - - - - - 

Malt o s e  
+ + + + + + + + - + + - + + + - - 

D-m an n i t o l 
+ + + + + + + + + + + + + + + + + 

D-m an n o s e  
+ + + + + + + + + + + - + + + + + 
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D-m e li bi o s e  
- - - - - - + + - + + - - - - + + 

β-m e t h y -D-g lu c o s i d e  
+ + + + + + + + + + + + + + + + + 

D-p s i c o s e  
+ - - - + + b + - - - - b + + + + 

D-r af f i n o s e  
- + + + - - - - - + - - - - - + + 

L-r h am n o s e  
- + + + - - - - - - - - + + + - - 

D-s o r bi t o l 
- - - - - - - - - - - - - b - - b 

S u c r o s e  
+ + + + + + + + + + - + + + + + + 

D-t r e h alo s e  
+ + + + + + + + + + + + + + + + + 

T u r an o s e  
- - - - - - - - - - - - - + b - - 

X y li t o l 
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

Py r u v i c -ac i d -m e t h y -e s t e r  
+ + + + + + + + + + + b + + + - + 

S u c c i n i c -ac i d  m o n o -m e t h y -e s t e r  
- - - b - - + + - - - + + + + - + 

A c e t i c -ac i d  
+ - - - + + + + + + - + - + + - - 

C i s -ac o n i t i c -ac i d  
+ + + + + + + + + + - - - + + - - 

C i t r i c -ac i d  
+ - + + + + + + + + - - - + + - - 

F o r m i c -ac i d  
+ + + + + + + + + + + - + + + - b 

D-g alac t o n i c -ac i d -lac t i n i c  
- - - - - - - - - - + + - - + - - 

D-g alac t u r o n i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - + + + - - 

D-g lu c o n i c -ac i d  
+ + + + + + + + + + + + + + + - + 

D-g lu c o s am i n i c -ac i d  
- - + - - - - - - + - - - - + - - 

D-g lu c u r o n i c -ac i d  
- - - - - - + + - - - - + + + - - 

α -h y d r o x y bu t y r i c -ac i d  - - - - - - - - - - - - - b - - - 

Β-h y d r o x y bu t y r i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

δ-h y d r o x y bu t y r i c -ac i d  - - + + - - - - - - - + - - - - - 

P-h y d r o x y -p h e n y lac e t i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

L-t ac o n i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

Malo n i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - - b - - - 

Pr o p i o n i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 
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Q u i n i c -ac i d  
- - - - - b b + - - - - b + b - - 

D-s ac c h ar i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - - + + - - 

S e bac i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

S u c c i n i c -ac i d  
- + + + + + + + + - - + + + + - + 

B r o m o s u c c i n i c -ac i d  
+ + + + + + + + + + + + + + + - + 

S u c c i n am i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - - b - - - 

G lu c u r o n am i d e  
- - - - - - - - - - - - - + + - - 

L-alan i n am i d e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

D-alan i n  
- - - b - - - - - - - - - + + - - 

L-alan i n e  
+ + + + + + + + + + + b b + + - + 

L-alan y l-g ly c i n e  
- + - + - - + + - - - - - + + - - 

L-as p ar ag i n e  
+ + + + + + + + + + + - + + + + + 

L-as p ar t i c -ac i d  
- - + + - - + + b - + + - + + + + 

L-g lu t am i c -ac i d  
- - - - - - + + + - - - - + + - + 

G ly c y l-L-as p ar t i c -ac i d  
- - - + - - - + - - - - b + + - - 

G ly c y l-L-g lu t am i c -ac i d  
- - - b - - + + - - - - b + + - - 

L-h i s t i d i n e  
- - - - - - - - - - - - - + - - - 

H y d r o x y -L-p r o li n e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

L-le u c i n e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

L-o m i t h i n e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

Ph e n y lalan i n e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

L-p r o li n e  
- - - - - - - - - - - - - b - - - 

L-p y r o g lu t am i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

D-s e r i n e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

L-s e r i n e  
+ + + + + + + + + - + - + + + - - 

L-t h r e o n i n e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

D-L-c ar n i t i n e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

δ-am i n o -bu t y r i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 
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U r o c an i c -ac i d  
- - - - - - - - - - - - - b - - - 

I n o s i n e  
+ - - - - + + + + + - - + + + - + 

U r i d i n e  
- - - - - - - - - - - - - + + - + 

T h y m i d i n e  
+ - - - + + + + - + - - - + + - + 

Ph e n y e t h y l-am i n e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

Pu t r e s c i n e  
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

2-am i n o c e t h an o l 
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

2-3-bu t an e d i o l 
- - - - - - - - - - - - - - - - - 

G ly c e r o l 
+ + + + + + + + + + + + + + + + + 

D-L-α-g ly c e r o l-p h o s p h at e  - - - - - - - - - - + + + + + - - 

α-D-g lu c o s e -1-p h o s p h at e  + + + + + + + + + + - + + + + + + 

D-g lu c o s e -6-p h o s p h at e  
+ + + + + + + + + + - + + + + + + 

 

P a g :  Pantoea ag g l om erans,  P a d:  P. d isp ersa ,  P ss:  P. stewartii su b sp . stewartii,   LM G 2715
T

:  P. 

stewartii su b sp . stewartii LM G 2715
T

,  + :  # � + � � 9� '��� � 	�� �! ��,  - :  ! + -# � + � � 9� '��� � 	�� �! ��,  b :  
�-� �� � � -� �C * 
 �I��-� �7� ����  � � -� ��� �� *  * �,  D:  
 �I�C * ��! ���� �L� ���� + ,*  B i o l o g ®  
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 � �� � * �  0.4 5 3  
 � �� � 
 * @� � �� �  

 ' -� 
 � �� � � &� � � � ( �� � � �� �! � �� � � � � � J �� � �  ( $�� � � � �  ( -� � � �� �  f i x e d  c e l l  E �� � 7� � F �� �� �� � � �� + � &� 
 ' �<�  



 

 

63  

Erwinia c h ry s ant h e m i  Es c h e ric h ia c o l i   P ant o e a ag g l o m e rans  # � � � &� � $	 4 63 3  � *   X E 7  � �� � � -�
� ,� � * �� � # � 
 J * �� � �� � � + � � � � * ��  4 05  � � � � 
 + ( � 
 � I�  0.5 2 6 ± 0.006      0.4 81 ± 0.018       0.606± 
0.04 6   � *   0 . 4 64  ±0.002   ( � + * 7� � &�  
 + �� 
 � � �� � 
 � �� � � &� � � � � 7� � F �� �� �� � � �� + � &� 
 ' �<� # � � � &� � $	 X E   

� *   Y  � �+ �� -� � � � � ,� � * �� � # � 
 J * �� + � � � � -�  0.8 = 2 .1 � � � )  � �� 7� � F �� �� �� � � &� 
 ' �<�  P ant o e a s t e wart ii 

s u b s p .  s t e wart ii � �� � � � � ( �� � � �( -�  M P C   f i x e d  c e l l  � � � � � � J �� � �  ( $�� � � � �  ( -� �   � � � ( �� � � �( -�  
M P C   � *   l i f e  c e l l  � � � � � � J �� � �  ( $�� � � ! � - 
 � I�  0.87 9 ± 0.013    0.9 69  ± 0.005     1.4 61 ± 0.05 4    
� *   0.7 69  ± 0.02 0 ( � + * 7� � &�    

 


 + �� � � # � � � � � + ! � � � � � � � 7� � F �� �� �� �  � &� � # � � � � ( � � � � � � 6 � � � -� � � � ( �E �� &+ � �! � �� � �
� �  ( -� � + �� � � + ! � � � � � � ( � � � # � � � � � � � � ( � � � # � � � � � + ! � � � � � � � 7� � F �� �� �� � � � � � � � ( �E �� &+ 
 + ��

 E * * 	+ �� � �+ � ) ( 7� # $�  10 5

 c f u  ( -�  50  ! + � � � * �( �  � �� -� � ,� � * �� � # �  0.9 11 ± 0.05 8 � *   0 . 8 8 4  ± 0 . 0 2 3  

� � � � � � � 7� � F �� �� �� � � �� � � � � ( �� � � �� � � � � � J �� � �  ( $�� � �� �  M P C  � *   f i x e d  c e l l  ( � + * 7� � &�  � � � )  � �
� � � ( �E �� &+ � �C * �( ! � �� � � ! � -E �� + �� � � + � 7� 
 � �  ( -� 
 ' �<� # ,� # � + � � 9 ( � � � 
 E * * 	� � � � �
 � �� 
 + �� + �
 E * * 	
� � �+ � ) ( 7� # $�   10 6

 c f u  ( -�  50  ! + � � � * �( �  � �� ' �� � � � � 
 � * �� � � * $+  � � � + �� -� � � � � ,� � * �� � # �  0 . 8 3 8  ± 
0 . 0 11  � *   0 . 7 9 3  ± 0 . 0 3 9  
 + �� � 7� � F �� �� �� � � &� � � � ( �� � � �� �! � �� � � � � � J �� � �  ( $�� � �� �  M P C  � *   l i f e  
c e l l  ( � + * 7� � &�  � � � + �� � � + ! � ( 7� � � -� ' $� ( � � � # � � # 7� 
 � @� � ,�  P a t h o S c r e e n ®  10  
 � -�  � � �  
P a t h o S c r e e n ®  # � + � � 9 ( � � � # � � ! � �
 + �� 
 E * * 	+ �� � �+ � ) ( 7� # $�  10 5

 c f u  ( -�  50  ! + � � � * �( �  + �� -� � � �
� ,� � * �� � # �  0.2 89  ± 0.013   
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�������� 5  ��������	�
�� I g G  a n t i -M P C    I g G  a n t i -f i x e d  c e l l    I g Y  a n t i -M P C  � � 
 I g Y  a n t i -l i f e  c e l l  � ���� ��� Pantoea stewartii s u b s p .  stewartii � ��� � �� �� �� �
� �� �� ���� � �� ��� �� �  �� ��! � E L I S A  �� � �� � �� �� � � �� � �� � ��� � �� �� �� �" � � � #� � � ��$ ��  E L I S A  $ ���� %�� &�  P a t h o S c r e e n ®   

 

(� �  � �� ���� ���� � � � ��� � � �)  � ��� � � ���  O.D . 4 0 5  n m 1

 ± � ��� � ��� �� � � � ���� ��  
� � � � � � � ��� ���  

I g G  a n t i - M P C  I g G  A n t i -f i x e d  c e l l  I g Y  a n t i - M P C  I g Y  a n t i - l i f e  c e l l   P a t h o S c r e e n ®   

Erwinia c hry santhem i (+ )  0. 4 14  ± 0. 006  (+ )  0. 5 2 6  ± 0. 006  (-)  0. 3 3 9  ± 0. 003  (-)  0. 2 6 2  ± 0. 001 (-)  0. 14 0 ± 0. 009  
E.  c arotov ora su b sp .  

c arotov ora 
(-)  0. 3 13  ± 0. 011 (-)  0. 4 5 2  ± 0. 018  (-)  0. 3 7 0 ± 0. 013  (-)  0. 2 4 7  ± 0. 011 (-)   0. 14 0 ± 0. 007  

Esc heric hia c ol i  (-)   0. 3 7 1 ± 0. 003  (+ )  0. 4 8 1 ± 0. 018   (-)  0. 3 7 2  ± 0. 006  (-)   0. 3 02  ± 0. 007  N d  

Pantoea ag g l om erans 4 6 3 3  (-)   0. 2 6 0 ± 0. 002  (+ )  0. 6 06  ± 0. 04 6  (-)  0. 2 6 7  ± 0. 001 (-)  0. 17 6  ± 0. 006  (-)   0. 12 3  ± 0. 004  
P.  ag g l om erans 4 04 5  (-)   0. 2 6 1 ± 0. 006  (-)  0. 2 6 6  ± 0. 006  (-)  0. 15 7  ± 0. 004   (-)  0. 13 1 ± 0. 001 (-)   0. 14 6  ± 0. 003  
P .  stewartii s u b s p .  stewartii  

L M G  2 7 15
T

  
(+ )  0. 8 7 9  ± 0. 013  (+ )  0. 9 6 9  ± 0. 005  (+ )  1. 4 6 1 ± 0. 05 4   (+ )  0. 7 9 6  ± 0. 02 0 (+ )  1. 3 19  ± 0. 010 

X E 1 (+ )  0. 9 7 9  ± 0. 003  (+ )  1. 12 0 ± 0. 08 3  (+ )  1. 9 5 8  ± 0. 02 2  (+ )  1. 2 7 1 ± 0. 04 2  (+ )  2 . 2 4 8  ± 0. 06 0   
X E 2  (+ )  0. 6 9 1 ± 0. 03 2  (+ )  0. 8 3 8  ± 0. 02 1 (+ )  1. 3 4 6  ± 0. 06 5   (+ )  0. 7 5 6  ± 0. 05 9  (+ )  1. 9 12  ± 0. 04 0 
X E 3  (+ )  0. 7 8 2  ± 0. 03 5   (+ )  0. 8 5 9  ± 0. 011 (+ )  1. 5 8 1 ± 0. 18 9  (+ )  0. 9 2 7  ± 0. 02 0 (+ )  0. 6 3 8  ± 0. 010 
X E 4  (+ )  1. 010 ± 0. 09 0 (+ )  0. 9 9 9  ± 0. 04 0 (+ )  2 . 004  ± 0. 05 4  (+ )  1. 2 00 ± 0. 103  (+ )  2 . 003  ± 0. 07 0 
X E 5  (+ )  0. 7 2 8  ± 0. 003  (+ )  0. 8 6 7  ± 0. 04 1 (+ )  1. 4 3 8  ± 0. 004  (+ )  0. 7 9 8  ± 0. 010 (+ )  1. 2 2 1 ± 0. 010 
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�������� 5  ( � ��)      

      

(� �  � �� ���� ���� � � � ��� � � �)  � ��� � � ���  O.D . 4 0 5  n m 1

 ± � ��� � ��� �� � � � ���� ��  
� � � � � � � ��� ���  

I g G  a n t i - M P C  I g G  A n t i -f i x e d  c e l l  I g Y  a n t i - M P C  I g Y  a n t i - l i f e  c e l l   P a t h o S c r e e n ®   

X E 6  (+ )  0. 9 8 0 ± 0. 04 3  (+ )  1. 04 9  ± 0. 04 1 (+ )  2 . 03 9  ± 0. 100 (+ )  1. 2 7 1 ± 0. 13 6  (+ )  1. 08 3  ± 0. 05 0  
X E 7  (-)  0. 2 2 4  ± 0. 000 (+ )  0. 4 6 4  ± 0. 002  (-)  0. 3 4 3  ± 0. 100 (-)  0. 18 8  ± 0. 004  (-)  0. 115  ± 0. 004  
X E 8  (+ )  0. 9 03  ± 0. 04 0 (+ )  1. 02 2  ± 0. 03 7  (+ )  1. 7 7 5  ± 0. 07 1 (+ )  0. 9 00 ± 0. 013  (+ )  1. 04 7  ± 0. 13 0 
X E 9  (+ )  1. 06 7  ± 0. 05 5  (+ )  1. 15 5  ± 0. 02 9  (+ ) 2 . 119 5 ± 0. 02 3  (+ )  1. 2 8 6  ± 0. 03 5   (+ )  1. 5 6 1 ± 0. 14 0  
X E 11 (+ )  0. 09 5  ± 0. 06 2   (+ )  0. 9 5 4  ± 0. 03 1 (+ )  2 . 106  ± 0. 02 4  (+ )  1. 15 9  ± 0. 018  (+ )  1. 2 2 5  ± 0. 110 
Y 001 (+ )  0. 7 9 7  ± 0. 019  (+ )  0. 8 7 0 ± 0. 002  (+ )  1. 5 3 5  ±0. 04 9  (+ )  0. 9 3 5  ± 0. 09 8  (+ )  0. 9 7 6  ± 0. 06 0 
W 001 (-)  0. 17 6  ± 0. 001 (-)  0. 4 3 5  ± 0. 006  (+ )  0. 5 5 7  ± 0. 006  (-)  0. 13 7  ± 0. 005  (-)  0. 115  ± 0. 004  
� ���� � �� � �� �� � � � � �)  12

      0 .1 3 4  ± 0. 005       0 .1 5 1  ± 0. 004        0. 15 1 ± 0. 004  0. 109  ± 0. 004  N d  

� ���� � �� � �� �� � � � � �) 23

      0. 113  ± 0. 009       0 .1 3 3  ± 0. 001       0. 09 8  ± 0. 001 0. 103  ± 0. 02 0  0. 119  ± 0. 003 3

 

 

1

    ����1 � �)� ���  2 2 ��� 
2  �� 34 ���� �)5 �  ��� � �� � ��� � �� �� �� ����� ��� Pantoea stewartiisu b sp .  stewartii  � ��  N o r m a l  s e r u m   ��� � ������� 1  � �� 20 0  
3   �� 34 ���� �)5 �  ��� � �� � ��� � �� �� �� ���� �6 �6 �� 7� �� � �4 � �� �� �� ���� ��� P .  stewartii 

N d  5 ��5 �  � � $ �� , ��� �)�9 ���  +  9 � �� 2 9 ��� : ;< � � � �� �� �� ��� 34 � �� 9 � ��� �  " � � < � � � �� �� �� �� �� �������� � ���< � ��� ���� � �� � �� �� � � � �� ��4  ��  3  �� ��
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�������� 6  ����5 ���� �4 � �� �� �  I g G  a n t i -M P C    I g G  a n t i -f i x e d  c e l l    I g Y  a n t i -M P C  � � 
I g Y  a n t i -l i f e  c e l l   � ���� ��� P.  stewartii s u b s p .  stewartii  �  ��
�� �4 �� E L I S A  �� � �� � �� �� � � �� � #� � � ��$ �� $ ���� %�� &�  E L I S A   $ ���� %�� &�   P a t h o S c r e e n ®   

 

(� �  � �� ���� ���� � � � ��� � � �)  � ��� � � ���  O.D . 4 0 5  n m 1

 ± � ��� � ��� �� � � � ���� ��  
 ��� �" � # � � $� � � ��� ��� ���  50  

& � ' � �� ��� 
I g G  a n t i - M P C  I g G  A n t i -f i x e d  c e l l  I g Y  a n t i -M P C  I g Y  a n t i -l i f e  c e l l  P a t h o S c r e e n ®  

A g d i a  k i t  

10
7

 
(+ )  0. 9 8 2  ± 0. 06 3  (+ )  1. 03 0 ± 0. 013  (+ )  0. 9 6 7  ± 0. 02 7  (+ )  1. 001 ± 0. 03 2  N d  

10
6

 (+ )  0. 9 11 ± 0. 05 8  (+ )  0. 8 8 4  ± 0. 02 3  (+ )  0. 8 3 8  ± 0. 011 (+ )  0. 7 9 3  ± 0. 03 9  N d  

10
5

 (+ )  0. 3 5 4  ± 0. 015  (+ )  0. 7 2 6  ± 0. 02 4  (-)  0. 2 8 1 ± 0. 013  (-)  0. 3 01 ± 0. 02 0 (+ )  0. 2 8 9  ± 0. 013  
10

4

 (-)  0. 12 7  ± 0. 005  (-)  0. 3 05  ± 0. 009  (-)  0. 115  ± 0. 002  (-)  0. 111 ± 0. 005  (-)  0. 12 4  ± 0. 009  
� ���� � �� � �� �� � � � 2

    0. 113  ± 0. 09 8       0. 08 1 ± 0. 001      0. 108  ± 0. 004       0. 107  ± 0. 002      0. 08 7
3

 ± 0. 004  
 

1

    ����1 � �)� ���  3  2 ���, 
2  �� 34 ���� �)5 �  ��� � �� � ��� � �� �� �� ����� ��� Pantoea stewartiisu b sp .  stewartii  � ��  N o r m a l  s e r u m   ��� � ������� 1  � �� 20 0  
3   �� 34 ���� �)5 �  ��� � �� � ��� � �� �� �� ���� �6 �6 �� 7� �� � �4 � �� �� �� ���� ��� P .  stewartii 

��� �)�9 ���  +  9 � �� 2 9 ��� : ;< � � � �� �� �� ��� 34 � �� 9 � ��� �  " � � < � � � �� �� �� �� �� �������� � ���< � ��� ���� � �� � �� �� � � � �� ��4  ��  3  �� �� 
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 ����������	������
����������	���������������� Di r e c t -P C R     ���� M a g n e t i c  b e a d -P C R   ���� 

A m p l i -d i s k  P C R   ���� R e a l -t i m e  P C R  �� � ������� E L I S A  

 

������������	
	������������ A m p l i -d i s k  P C R  � � � ������� D i r e c t -P C R  � � �� �������� ��
��� ��� ������	� ���� 	 � �� ��! " # ! ������� ���� 	 � �� ��! � ���$�� ��� �% � ��� � �� �� & # �� ��� �� ��� �% � ' � � (
��)��*# � + � ��! ��� 3  ' �)�& # � �� �� # ,	 1 c f u   (. �
� �� 1 3  � � � �   )  " # ! ������� D i r e c t -P C R  � 2 3� � � �� � � 	# �
� �3� � �	�4 5  �� � 6 �����! �� �� 1  c f u  �� 7% � � ��������� A m p l i -d i s k  P C R  � 2 3� � � 	# �� �3� � ��! ��4 ,# � ��
���� �������� �  � �  m a g n e t i c  b e a d -P C R  ������	& # ���  100 c f u   (. �
� �� 1 3  7)  � � � ������� E L I S A  

# ��!  P a t h o S c r e e n ®  �)�2 �,	� ��� P a n t o a e  s t e w a r t i i   & # � 1. 0x  105

 cfu  #,4� �*� � �� � �� 4� �� 7  
 

� �� ��� � Re a l -t i m e  PCR � )� � 6 �����!� #�� ! $�& 
 �(� � � �(� ��� )� � 
 � � � �� !�� hrpS 
 	 � �� � �
 � � � � )� � 
 � � � �� �  ���  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  LM G 2715

T

 � � �� �,�� (. � 
 � �� 14 ) � � ��� �
� #� � 	 �,	 �  ��� � 	  � �� ��!� �� ��,� � �� ��  �!4 Erw i n i a caro t o v o ra sub sp . caro t o v o ra  E. chry san t hem i  
� � �  Escheri chi a co l i    � 	  � �� ��!� �� 4� � 9 �� ( Pan t o ea ag g l o m eran s � � � � � !
 ,�� *( 4 6 3 3  � � � 4 0 4 5 
�� � � ,�4�  ��� � 	  � �� ��!� ��� !�& #�� � �7�� � " 
 #� �� �� � � = & � !� � !
 ,�� *( X E  � � �  Y   " #!& � �
 	 � 6 �����!�
7� 4� � �� ��� 4� � 4� � ��� �� )� � 6 �����!� �,	 � 	  � �� ��!#,4�� �� �  
 	 � + 
 � � � 6 �����!� � � ��� �� #� � 	 #�� !
�  ���  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  LM G 2715 � � � � � ��� �� #� � 	  � � � & � � ��� �� )� � 6 �����!�

 	 � �� � � � � �� � �� � � � 	 � ' � � (& #�� �)� � *#� �� � � %  10  � ' � � ( (. � 
 � �� 15 � � � � � � �� 4� �� 7) " #!
� ��#� 6 �����!� 7� 4� � �� ��� 4� � 4� ,#�,	  t h re sh o l d l i n e  � ��� 	 � �� 3 4  7� 4�� �� )� � 6 �����!�  " #!�� �� )�
� 6 �����!� 7� 4� ' � � (� )� �� � 1 � ' � � (�,��� ��#� 6 �����!� � �)� �� ��  �� 7� 4� 6 �����!� � ��& #�� � �� ,�  � 	  *� � 	  
(NT C) � � ��� �)� � )� �� ��� 	 7� 4�� �� )� � 6 �����!� � � � ��� 4��� > ��� � �,	 � )� �� �� 	  � �� ��!� 
 ��� � �� � � � 	
� ��� 4��� > � � � �? � � 
 	 � �� ��� > � � ��� �4� ��& #�� � ��  � � �  ,� (R2

) 0.993 (. � 
 � �� 15 7) � � � � � ���
� �� � � � 	 @ � @ � �� 7� 4
 �' �� � �(#�� ! ��  m e l t i n g  t e m p e ra t ure  " #!
 	 � 
 �!4� � ����� > � ��� ��#!� #� � � 
 �!4
!� #� #�!�   � � ��  84 .2  oC (. � 
 � �� 15  )  
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����	�� 7  � � ��!	 � � �!	  � � � & � � ��� �� �� � � � 	 �  ��� � 	  � �� ��! Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i
� � �� � �� 7� �� � !� ' � � (� ��� �� ��� � % �  ��� �� #,	 � �� 45  #�� !� �� ��� � di re ct -PCR   M a g n e t i c 

b e a d-PCR    Re a l -t i m e  PCR     A m p l i -di sk  PCR " #!� �!�� hrpS � � ��!��� � D� 2 � � ! � � �
�� �� �� � #�� !� �  ��  E LI S A  � � � *#� �� � � )� � �3� �$�  Pa t h o S cre e n ®   

 

� ��� � % � ' � � ( 
(1.3 cfu) 

Di re ct -

PCR 

M a g n e t i c 

b e a d -PCR 

Re a l -t i m e  

PCR 

A m p l i -di sk  

PCR 

 Pa t h o S cre e n ®  E LI S A  
1

 

10
5

 + + + + + (0.289 ± 0.013) 
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 + + + + - (0.094 ± 0.007) 

10 + - + + Nd 

1 + - - + Nd 
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  � 6 �����!� � ��� 2 �@ � 	 � �� � �� � � ��� �� � ,� � � ��!	 � � �!	 � 	 � !�� 4��� ! 3 � � ��  (0.087± 0.004)  
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 � � ��� � �� ��� � % �  ��� � 	  � �� ��!�� #,	 � �� 4�,�#�� !� �  ��  
PCR " #!� � hrpS � � ��!��� � D� 2 � � !  �. � �� � Di re ct -PCR  7. � �� � M a g n e t i c b e a d -PCR   . � �� � 
A m p l i -di sk  PCR  M  2 � � !� E4 DNA  La dde r    �� 4� �� 1 � ,� � !�� 4� ��& � �� ��  ��� � 	  � �� ��!  �� 4� �� 
2-7 2 � � !� E4 � 	  � �� ��!� �� ��� � % � ' � � (� ���� � ��� ��� �� #� � 4� �� � �� � � �� � � )� �� �  1 10  102
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 �� �� �� � � � 	 �  ��� � 	  � �� ��!� �� � � � � 7�� 7��� �� 45  � � ��� @ � � �,	 ��)� �  �� 	 7�� � " 
 #
 	 � ��
� � � � �� � �� � � � 	 �  ��� � 	  � �� ��!� ��� �)� � *#� + � ��!� � � 3 ' �)�  6x 102

 (� � 	 	 � 4 . � 
 � �� 16 #�� �' �� !) � E4 103

 

cfu/ � 6 �����!�  � � � � �� � �� � & #�& � � 
 ��� 7E�� 10 -100 � � ��  � � ��� � � ��!	 � � �!	 �,	 �� �� �� � � � 	 �  ���
� 	  � �� ��!" #!� �4� � �� ' � � ( (. � 
 � �� 16 #�� �7� � ) 
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st ew art i i  � ��@ � � �,	 ��)� �  �� 	 7�� � " 
 # � � ��!	 � � �!	 �,	 �� �� �� � � � 	 �  ��� � � �� ' � � (" #!� �4 
#�� !� �  ��  PCR " #!� �!�� hrpS � � ��!��� � D� 2 � � ! 

 

���
�� � # � � �  ��� � � �	�� ��� � ��
'� � � (��$ � ���� ) � � 	��� � *��  ���  
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 � � � �  ���
� � !
 ,�� *( X E  2 � � !5  � � !
 ,�� *( � �� � �  ��� #�� !� �� ��� � PCR 
 	 � �� � � � � �� � �� � � � 	 �  ��� � 	  � �� ��!& #�
" #!
 	 � ,� � !�� 4� ��� 2 �@ � � 6 �����!� � � ��	 � � 6 � � � 7 � ,� � !�� 4 (. � 
 � �� 17 #�� �' �� !) � �7% � � ��� � ���
� �� � � � 	 
 � � ��� � $��  ��� � � !
 ,�� *( X E  & � �� � � � �� 
 	 � � 	 #�� � 3�� � � ��� )� � 
 � � � ��  hrpS !�� 
 	 � + 
 � �
� � 	 #�� � 3�� � 7� 4 16s rDNA  � � �� �,�� (. � 
 � �� 17 #�� �7� � ) � �� *�� ,� � !�� 4� ��� �� � � � 	  
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 (#�� �' �� !) � � � 7�� � " 
 #� ��� � $��  ��� #�� !� � !

 ,�� *( X E  (#�� �7� � ) #�� !� �  ��  PCR " #!� �� � � � 	 !�� hrpS � � ��!��� � D� 2 � � !   

 

���
�� � # � � �  ��� � � �	�� ��� $ % � + � ,� ���� ) � �  
 

� �� ����� � *��  ���  Pantoea stewartii s u b s p .  stewartii $ % � + � ,� ���� ) � �  
 

� � ��� �� )� �� �� � $��  ���  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � �� � � 3#7�� � " 
 # (a rt i fi ci a l  se e d 

i n o cul a t i o n ) 
 	 � �� � � ��� � *�� � � � 3#� ��� )� �� �� � $��  ��� � � � #� � 	 #�� !� 6 �����!�  PCR � )� �� � 3 ' �)�  � 2 �@ �
�� �� #� � 	  � � � 3#� ��� 2 �@ � 	 � �/� )� �� �� � � 3#� #� � 	  � � �� 98/ 102 101/ 108 � � �  45/ 46 ' E�4� � �� � + � ��!
7� 4� � � �(� ' 3�� (�� �� � $��  ��� � + � ��! 95.8% � � � �� �� #� � 	 � � � 3#� ���  ���)� � � ��� � ��  �� � � 3#� � ��� ,�
� � ��!	 � � �!	  � 	  *� 
 	 � ��  � � � 3#� ��� 2 �@ � 	 � �/� )� �� �� � � 3#� #� � 	  � � �� 0/ 102    0/ 115   0/ 118  �#
� � �� 0% #,4� � #4� ,� � !�� 4� �. � 
 � �� 18 

 

� � ��� � #� � 	  � � � & � 7� 4� �� ��� �� �� � �  ��� � 	  � �� ��!� ���$�� ��� � % � ��� ���� ���� � �,	 ��)� 	 #� � � 3#
� � � ��)� �  �� � � 3##�� !� �� ��� �	 �
 ���? � �� �  ��  PCR #,4� � #4� �. � 
 � �� 19 ' E�4� �� ��� � di re ct -PCR  

M a g n e t i c b e a d PCR � � � � �� � �� � � � 	 �  ��� � ��@ � � ��� � �,	 ��)� �  �� � � 3# � � ��� � ' � � (� �� ��� � %  103

 cfu � ��
� 6 �����!�  � � � � � ��� � �� � � � 	 #�� !� �  ��  A m p l i -di sk  PCR � � � � �� � �� � � � 	 �  ��� � ��@ � � ��� � �,	 ��)�
�  �� � � 3# & #�� � ��� � ' � � (� ��� � %  104

 cfu � �� � 6 �����!�  � � �
 	 � � 	 #�� � 3�� � � � ��� � 	 	 � 45  � � ��� � �� ��� � %
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 cfu � �� � 6 �����!�  (. � 
 � �� 19  ) � �7% � � ��� � ��� � �� � � � 	 #�� !� �� ��� �� #�!� �,�� � �@ � � �,	 ��)� 	 #
� � � 3#& � �
 	 � � 	 #�� � 3�� � � #5  � !�� 4& ��3� � � � � ��� �� #� � 4' �)� 2 � � !5  �,�4#�� !� �� ��� � A m p l i  di sk -

PCR 
 	 � �� � 2 �@ � � ��& � �� � �)� � � � �  � E4� ,#� � ��� �� ��� �� ��& � �� 2 � � � � � � ��� ��)� � � �  �� �� � � � 	   
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 #�� !� �� ��� ��  �� *H H � �� = � � � � �� � � � 	
#�� !� �  ��  PCR " #!& 
 �(� � � �(� )� � 
 � � � �� !�� hrpS  (90 0  b p )  �� 4� �� 1- 24 � �� � �  � � � �  7 

� � ��� � � 3#� ��� � $��  ���  � � �   �� 4� �� 1-24 � �� � �    � � ��� � � 3#� ���  � PB S  � � ��� ,� � � ��!	 � � �!	  M  

� � �� DNA  l a dde r 

� 

� 

� 

1     2      3     4      5    6     7    8     9     1 0  1 1   1 2    1 3   1 4    1 5   1 6    1 7   1 8   1 9    2 0   2 1   2 2    2 3   2 4     M  

1     2      3     4      5    6     7     8     9    1 0   1 1   1 2    1 3   1 4    1 5   1 6   1 7   1 8    1 9    2 0   2 1   2 2    2 3   2 4      

1     2      3     4      5   6     7      8     9   1 0   1 1    1 2    1 3   1 4   1 5  1 6    1 7   1 8    1 9    2 0   2 1   2 2    2 3   2 4    M      

1 5 0 0  b p  

8 5 0  b p  
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� ��� �� ��� � % �  ��� � ��� ���� � @ � � ��� � �,	 ��)� 	 #� � � 3# (#�� �' �� !) 2 ��� ��)� �  �� � � 3# (#�� �7� � ) 
#�� !� �  ��  PCR � �� � !�� hrpS (900 b p ) #�� !� �� ��� � (�)  di re ct -PCR   (7) M a g n e t i c-PCR  

� � �  ( )  A m p l i -di sk  PCR   N 2 � � !� E4 ��)� 	 #2 ��� ��)� �  �� � � 3#� ��& � �� �� 	  � �� ��! M  2 � � !� E4 
DNA  l a dde r � ,� � � 7#�� �	 �� � #4� ��� � % �  ��� � 	  � �� ��! (cfu) 
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���
�� � # � � . �� ��+ �
�# ���  (� + � ,� 	��� . + �� # + $ % ���
�� � # � � �  ���  
 

� � ��� �)� � ' � � (� 	  � �� ��!� ���$�� ��� � % � ��� ���� �@ � � ��� � �,	 ��)� �  �� � � 3# � �� ,� �� � ��� � � ���)� �  �
� � � 3#� �� 45  �,� ' E�4� � � ��� & � � E4� ��� � % 7� 4�� 4� � � 3#� ,�4� �� " #!� ��� �� #� � 4���� � � )� �� ��  �� � � 3#
#�� !��)� � ,� �� � � � 3# 100 � � � 3#� �� ��)�  30 � �� � �� �� � #,4�,��� 
 ��� 2 � � ��� � % �� 4� � � 3# (S a m p l i n g  si z e ) � ��
� 2 � � � � � � � � !,4� � � � �� � �� � � 6 �����!� & #� �� � � E4 � � � & � 7� 4�� �� �� � � � ��� � �7�� #�� 4� � � 3#� ��
� �� 4�,� " #!
 	 � �� ��)� �  �� � � 3# 10 � E4 20 � �� � �� �� � 2 ��� � � �!	 � � �� �� 4� � � 3#7�� #� �� � � %  3 3  � E4 6 6  
� � � 3# � � �  40  80  160  200 � �� � �� �� � 2 ��� � � �!	 � � �� �� 4� � � 3#7�� #� �� � � %  133   266   532  � � �  
666 � � � 3# #,4�,��2 � ��  �� � � 3#� �� ,� �� #,4�� �� �  � ���� � ,�4� � ��� �� �� � � � � 3#� �� 33 � � � 3# � E4 66 � � � 3# � �
� � � � �� � �� � 
 	 � 	  � �� ��!& #�� � ��� � �� ��� � % � ' � � (� ,�4� � � 103

 cfu � � �� � ��� � ��� 4� � � 3#� ��� 2 H �7E��� ,�4� � � 
133   266   532  � � �  666 � � � 3#� � � � �� � �� � 
 	 � 	  � �� ��!& #�� � ��� � �� ��� � % � ' � � (� ,�4� � � 104

 cfu #,4� �
. � 
 � �� 20 #,4�,��2 � �� ��� �� 	 �4�� 4� � � 3#� � ���� 4� � 3�5  � ��� � ��7�� #� ��� 2 � � � � � � ��� ��)� � � � �� �
#�� !� �� � di re ct -PCR � � � � �� � 	 �47�� #�� 4& #�� � ���� 4� ��� �� � � 3#� �� � � % � ,�4� � � 30 � E4 650 � � � 3# � � �
� � ��� �� ,4� �� 
 	 � �� �� �� �� � � � � 3#� 	 	 & � �� 	 �4�� 4� ,�4� � �� )� �� �� � � 3#� � ��� ��  666 � � � 3#7E��& � � � � �
�� �� �� � KL� �� � �M *�@ 4� � D4� � � � = N ' � �7�� #� � 3�� �� � � & � �	 �� �� 6 �����!� �� �� )�  PCR & #�  
 

�� �+ / � �� ����
�� � # � � ���� % � � 01� % �� �� + � ,� �� �� + � ,� 
�� �  ��� $ % �� �� + � ,� � '% � 23 
 

� � ��� � �� � � � 	 �  ��� � ��� �� � KL� �� ��� 4� � � 3#
 ,�� *(� ��� � � �(� ' 3�� (� �� 45 �,� 
 	 � �� �� �� �� � � 	 	
� �� � � ,�4�� 4� 2 H �� ��� 4� � � 3#
 ,�� *(� ��� �� ,� �� � �� � KL� ��  ��� � ,� ��  0.02% (1 � � � 3#� � 5,0 0 0  � � � 3#) 
� � � � �� � �� � � � 	 �  ��� & #� 33% " #!
 	 � ,� � !�� 4� ��� 2 �@ � 	 � � 1 � �  3 ' �)�  � � �� � � 3#� �� � KL� �� ,� ��  
0.0125 (1/ 5, 000)  0.01 (1/ 10, 000)  � � �  0.007 (1/ 13, 000) & � �
 	 � ,� � !�� 4� ��� 2 �@ � 	 � �� � ��� �
� #� � 4� ,�42 � # 3 ' �)�  � � �� � ��� � ��� �� �� � � 	 	 � 	 �4�� 4� � � 3#
 ,�� *(� � ���� 4!�� ! �� 4� �  500 � � � 3# 
� � � � �� � 
 ��� � �� � �� � �. � 
 7� 4�� �� �� � � � �7E�� � ��� ,� �� �� �� �� � KL� � 0.02% � � � � �� � �� � � � 	 & #� 
83% " #!@ � �� �� �� � � 2 �@ � 	 � � 5 � � 6 � ,� � !�� 4 � � � � � � 3#� �� � KL� �� ,� ��  0.0125  0.01  � � �  0.007 
� � � � �� � �� � & #� 33% 
 	 � ,� � !�� 4� ��� 2 �@ � 	 � � 1 � � 3 � ,� � !�� 4 #,4� � #4� �� � �� 4� �� 8  ' E�4� � #4� 2 �
� 2 3�� �� � �� ��� ����� � � � � & � � ��� �� �� � � � 	 �  ��� � ��� 4� � � 3#
 ,�� *(& #�� $4� � �  
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� �� 	��  2 0   � � � � �� �  " � �" > ��' �� � � #4�� �� �� � � � 	 �  ���  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  
LM G 2715

T

 #�� !� �  ��  PCR � ���  ��� � �� ��� � % � �� 45  (10 3 -10 5 cfu) @ � � ��� � �,	 ��)� �  �� � � 3#
7�� � " 
 #� ��� � � �� �� 4�,� (10-200 � �� � �� �� �) " #!� �� � !�� hrpS � � ��!��� � D� 2 � � !  �� 4 M  

2 � � !� E4 DNA  La dde r   �� 4 N 2 � � !� E4 � ,� � !�� 4� � ��!	 � � �!	 � 	  & � �� ��  ��� � 	  � �� ��! 
 

  10  2 0  4 0    8 0  16 0  2 0 0  ��������	
�� 
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����	�� 8  �� �� �� � � � 	 �  ��� � 	  � �� ��!� ��� 4� � � 3#
 ,�� *(� ��� �� � KL� �� � � 3#� ��� �#�  ���  Pan t o ea 
st ew art i i  sub sp . st ew art i i  LM G 2715

T � ���� #,	 � �� 45  #�� !� �� ��� � PCR � 	 	 & � �� 	 �4�� 4
� � � 3#
 ,�� *(� � � � 	 	 � 	 �4�� 4� � � 3#
 ,�� *( 

 

@ � �� �� �� �  (' �)� � ��� 2 �@ � 	 � �/' �)� � ��� �� � � ,�42 � #) � � � 3#
� �� � KL� � (%) 

� )� �� �� � � 3#� �� � KL� �/
� � � 3#� ,�42 � # � 	 	 & � �� 	 �4�� 4� � � 3#1

 � 	 	 � 	 �4�� 4� � � 3#2

 

0.02   1/5,0 0 0  1/ 3 5/ 6 

0.0125  1/8,0 0 0  0/ 3 1/ 3 

0.010 1/10 ,0 0 0  0/ 3 1/ 3 

0.007 1/13 ,0 0 0  0/ 3 1/ 3 

 

1

 � )� �� �� � � 3#� ���  �� ��� �� �� � � ,�42 � #� �� ' �)� � � ��  5, 000    8, 000   10, 000 � � �  13, 000 � � � 3#� �� � � 3#
� �� � KL� � 0.02   0.0125   0.010  � � �  0.007% � � � � )� #,	  

2

  � )� �� �� � � 3#� ���  �� ��� �� �� � � ,�42 � #� �� ' �)� � � ��  5,0 0 0   8,0 0 0   10 ,0 0 0  � � �   13 ,0 0 0  � � � 3# � �� � � 3#
� �� � KL� � 0.02   0.0125   0.010  � � �  0.007%  � � � � )� #,	  " #!� 	 �4� � � 3#� � ���� 4!�� ! �� 4� �    500 
� � � 3#  
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 � �� ��4 3 
 

 � � ��� �� �� � � � 	 �  ��� � 	  � �� ��!" #!� �� �� � � �? � �& #�� �� �� �� � ��!4�  ��� 	 �� � 2 � �� ,�� & � � 
 ���
� �� � � � 	 � ,�N % � "  " � �� � � � � � ��!4	 �� � 2 � � ,#� � �� �� )� � 
 � �  Ni g ro si n e  m e di um  ' E�4� � �@ � �� �
� #� � 4
 	 � �� �  ��� � 	  � �� ��!� ��� !�& #�� � �7�� � " 
 #� �� �� � � = & � ! � � ��� � � ��!	 � � �!	 �,	 �  ���  Pan t o ea 
st ew art i i  sub sp . st ew art i i  LM G 2715

T

 �,�� � � ��� � � ��!4� �� � 2 � � NA  � �� ,�N % � "  " � �� � � � � �� 2 � �� 4� ��
 � �� !�,�� � �� 4� ,�� ��� � �� � ��� �  ��� � 	  � �� ��!� �� � !*� !�� 4��� ! 3 � ,�� E4� � 
 	  � � � � � �� �� 47� 4�$� ��� 4
"  " � �� ' E�4� � 
 	 � �� � ��� �!*	 � ,� � �4�� � 47� 4"  " � �� � !�� 4& ��3� � � � � ��� � � ��!	 � � �!	 � ,� �� �� �� � ��H
	 �� � 2 � �
 	 � �� �  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � �� ,� �� �� �� � ��H  ��  ' E�4� � ��� �� !��  ��� � � �� 	
7�� � " 
 #2 ��� � � � 3#� ��� � $��  ��� #�� ! P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � � � �)� ��)� �  �� 	 7�� � " 
 #2 ��� ��)� �  �
� � � 3#� � � � ��!4#�� !� � 2 � �� 2 � �  2 ��� � � 2 � �� 734� �� �,�4� � 
 	 �  ��� � 	  � �� ��! ��#� ���7E�� � *� & #�4�� ! � � �
� )� � 2 �!� �� ���� �� �� � � � 	 �  ��� � 	  � �� ��!#�� !� �� ��� � PCR � � � � � � *% � � 	 ,� ��� ��  �� 2 � �4 � �(	 � �
�,��� ,#�� *�� �  ��� � � !
 ,�� *( X E  � � �  Y 001 & � ��� � �,	 �  ���  Pan t o ea ag g l o m eran s ' E�4�  ��� � 	  � �� ��! ��#
���� � � � �� 
 	 & #�� ,�� & � � � �
 ���@ �� 
 �  � � � � � � 3# (M e rg a e rt  et  al .,  1993 ) �� �� � ������ �� � ��!4�  ��� 	 �
� � 2 � � ,#� � �� �� )� � 
 � �  Ni g ro si n e  m e di um  �,�� @ � �� �� #� � 4
 	 � �� �  ���  ��#� ���� � � � �� � � ��H & #�	 �
� � 2 � � ��#���& #�#��  ���,� � 2 �@ � � � # � �� 4�,	 �� �� #� � 47� 4 B l a k e m o re  et .al . (1999) � ��
 	 � �� �  ���  
Erw i n i a herb i co l a   E. chry san t hem i     Erw i n i a sp . � � � � �� � � ��H 	 �� � 2 � � ��#���& #�#� ' E�4� � #4� 2 �
� 2 3�� �� � � 2 � � ��#���& � �� � *% � � 	 ,� �� � ��� � 2 � � ,#� � �� �� )� � 
 � �  � � � � � 2 � � ��#���!,4� �� ,�N % � � � ��

 ���� �#)� � )� � 2 �� ,4� �� � ,�N % � "  " � ��& #�!� �� � ��  � � 2 � ����!,4& � �� � ��� � 2 � �� ��� �4� � ��� � 2 ��  ���  P. 
st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � � ��H & #�#�� ��#�� !� ��� �� 4�  �� � � � � �� � � % 2 �� � ,�� ��� �� � ��H 	 �� � 2 � � ��#
��� � � � "  " � ��!,4� �7�� #� � 3�� �!� �� ���� �� ,4� ��  � � � � ,�N % � � � �	 � ��� �� �6 � �  4� !$�& � ��� � " #!
"  " � ��� � #$#� �� 7�� & � � �� �4�� � 4"  " � ��� � ��� "  " � ��� �� � !*�� �7E�� � �7% � � ���  ��� � � !
 ,�� *( X E   Y  

� � �  W  � � � �"  " � ��7�� #� 2 H �. � !� �� � � �  2 � ,� � � � � � #4� ,�N % � � � �	 �  ���,�  
  

 �� ��  �� �� ��� �� �� � � � 	 � *� ��� ��!(� ����� � 2 �� ��#" � #�� !� �� ��� �� #� � 	 � 6 �����!�  
Hy p e rse n si t i v e  re sp o n se  	 �!� � $	 �,�� � E4� � �� �� �  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � � � ��� !4� �� �� � � ��
�  ��� � 	  � �� ��!� �!�� hrp � � � � �� � )� � 2 �� ��#� � �� �� @ � � 2 �4� � !� !�� 4�� #� �3� 	 �!� � $	  " #!�� �� � ��!4� �
� � 2 � � m i n i m a l  m e di um  ��� � 2 ��� ��� � *��� 2 �!�� hrpS � ��� �� � #4� � �7� 4!��� !�� 4� �� � ���� 4� � �� �,�� 
� !�� 4& ��3� � � � E4� � �� � � � ��!4�  ��� � 	  � �� ��!� �� . � 
 � ��� 2 � � � � � ��� ��� �� � $��  ��� � �!� � $	  (A h m a d et  
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al .,  2001) � � �
 	 � �� �� �� ��#� 6 �����!� ���� ��#7E��� 
 �!4� �� � � %  80% 7� 4�  ��� � 	  � �� ��! ��#��� (Co p l i n  et  

al .,  2 0 0 2 ) 
 

 Hrp  (t y p e  I I I  se cre t i o n  sy st e m )  � )� 2 ��� � ��� ���!� 7�� 4�,	 �� �7�� �4� � �� � ��� �� ' � � (� ��  ���
� 	  � �� ��!� ��� � 	 2 � � !5   ��# " #!� � *#!�� hrp & #�� �� hrpJ    hrpA   � � �  hrpC   � � ��!��� )� 2 ��� � ��
� � �� fun ct i o n a l  g e n e  � � �  hrpX Y    hrpS  � � �  hrpL  � )� 2 ��� � ��� � �� re g ul a t o ry  g e n e   � � �  hrpN  � )�
2 ��� � ����� � *���� �� ��#� 6 �����!�  h y p e rse n si t i v e  re sp o n se  � �
 � � ��& � ��  �
 � � � = ,! ' E�4� � ��� � � ��!	 � � �!	
� )� #,	 ���  � �" � & � #( � � � ��#� � � �" � 7� 4!��� � �� � !�� " #!
 	 � ��  hrpS ' E�4� � � � � � )� � 
 � � � �� �  ���  
Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i   #,4� � #4� �@ � �� �� #� � 4��� � � ��� � � ��!	 � � �!	 �,	 �  ���  Erw i n i a 
herb i co l a p v . g y pso phi l ae � �� )� #,	 ���  � �" � & � #(� � � � )� #,	 ��#� � � �" �7� 4!������ 2 � �� ��,� 7 7  � � �  
7 9.5% � � � � )� #,	  " #! hrpS � � � � �� � )� � 2 � E. herb i co l a p v . g y pso phi l ae � ��� 4" � �� �� Ha rp i n  � ��� )�
� 6 �����!� & #��,	  a n t i h a rp i n  � ��@ � �� � � ��  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  & #� (M o r et  al .,  2001)

�� �� � ����!,4� �!��� ��� �� )� � 2 ��4� �#�,	  *#!����� ��  w t sE � � �  w t sF " #!
 	 � �� � �� � ��� ��� � !
 ,�� *(7� 4
!�� w t sE � � � )� � 2 ��  ��� � $H � � �! � � � � � � � �� � )� � 2 �� ��#" � � � �& � �� �@ � �,	 �� ���� � *��� 2 �� ��#� 6 �����!�  
Hy p e rse n si t i v e  re sp o n se  � � �  w t sF � )� 2 ��� � ��� � �� ch a p e ro n e  7� 4!�� w t sE  ' E�4� � ��!��� ��� �
 � � � � )�  ,H � ��� �� ��#� � �� �� *#+ �)� ��)� � �
 �  " #!�)� !������ ,#� �� � 7�� & � � � Escheri chi a co l i  � ,#� �� � 7��
�,	 � �� � Hrp  se cre t i o n  sy st e m  7� 4 Erw i n i a chry san t hem i   � � �� � � � � �� � )� � 2 �
 � � ��#� � �� �� *#+ �)�
��)� & #�  �� �� � ���� W t sE   � � �  W t sF  ' E�4� � ��" � �� ��� ��� �� )� #,	 ��#� � � �" � � �� !�,	  A v rE 1 � � �  A v rF  

7� 4�  ���  Pseu d o m o n as sy ri n g ae p v . t o m at o  � � �  Dsp A / E  � � �  Dsp B / F  � � � E. am y l o v o ra " #!

 	 � ��  Dsp A / E    W t sE  � � �  A v rE 1 � ,#� !$�� � A v rE  fa m i l y  " � �� ��� ��� � ��" � �� ��� �*�,�N (� ��  ���
� 	  � �� ��!2 � � ! ��# (Ha m  et  al .,  2 0 0 6 ) #,4�,��� E4 � #� �� �� �� ��#� � �� �� *#+ �)� ��)� " #!�  ��� � � !
 ,�� *( X E  

� � �  Y  �,�� � � � � 
 �� � � � ���  ��� � � !
 ,�� *(� �� � �#�,	 �  ���  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  �,�� � � � � �
�� & �7� 4" � �� ��� ��� )� 2 ��� � ��#,4�� �� �  (A h m a d et .al .,  2001) 

 

�� �� ��#� *#+ �)� ��)� 	 ��� � % � @ � � ��� � $��  ��� � �7�� � " 
 #�� � � ,�4�� �� �� � 
 	 !�� cpsD � ��  ��� � � !

 ,�� *( X E  � � �  Y 001 � � � � �� )� #,	 ���  � �" � & � #( � �� !�,	 �  ���  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  �,�� 
� � � � � �	 � !& #�" #!� ��!�� cpsD � � ��!��� ��� �	 � 	 � � � ��� �� ��� 4 p o l y sa cch a ri de  ' E�4� ��!�� ��  st e w a rt a n  

�,�� � !�� 4& ��3� � � 
 	 � �� !������ �� )� #,	 ���  � �" � & � #( � �� !�,	 � ��
 	 � �!��� ���  �� ��� 4 a m y l o v o ra n  � � 
Erw i n i a am y l o v o ra �� � � ,�4� �"  �4� ��� 47� 4" � � � �*�  p o l y sa cch a ri de   � �� !�,�#�� ! (A l dri dg e  et  al .,  

1998) #,4�,��� 	  � �� ��!� � !
 ,�� *( X E  � � �  Y 001 ' E�4 � #� �� � � ���  ���  P. ag g l o m eran s � ��� !$�� �� � 9 �� (
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� #�!� �,��3� � � � �!��� ���  �� ��� �� ��� 4 e x o p o l y sa cch a ri de  2 ���  E PS   �  ���,� � ���� 4� � �� ��� 4 E PS  

 � 	  *� " #!�� 	 	 � ��� � % � ' � � ( ( Q ua rum -S e n si n g ) ' E�4� ��� �� � $��  ��� �,���  �� ��� � % � ' � � (� ���� � ��
� � ��� ��  108

 ' E�4� ��� � % � ' � � (� ���� � ��� � �
 � ��� � *��� 2 �� ��#�� �� ��� 4 E PS  7E�� #,4�,��� E4��� � � � � ��� 2 � *
� 2 �� ��� �� ��� 4� � � E PS  7E�� � � ��� !4� �7� 4 W a ch a ro t a n y a n k un  et  al . (1993 ) 
 	 � ��  rcsV  !�� 
� � � � ��  � 	  *� �� �� ��� 4 E PS  � �� 	  � �� ��!� � E n t e ro b a ct e ri a ce a e   & #�  

 

� � ��� �� #� � 47� 4 B o urg e t  et  al . (1996) 
 	 � �� � �� � 16s -23s rRNA / I T S  � � ��� �� �� ��� �
 � � � 2 � � �2 � � !  � � � � �� �  �� ��� �� !� � � � � � �� �� 47� 4�  ��� �� 2 � �� 4� � 9 �� (& #� � !�� 4& ��3� � � � � �
�� �� #� � 4� � ��!	 � � �!	 � )� #,	 ���  � �" � & � #(� �� �� � I T S  7� 4�  ���  B i f i d o b act eri u m  sp p . � )� �� � 18 
� � 9 �� ( ' E�4� � ��� �= E�N � 
 	 � ��  B . ast ero i d es � � �  B . i n f an t i s � �� 2 � �� ��,� (si m i l a ri t y ) � 
 �!4  26% 
� �7% � � �� B i f i d o b act eri u m  sp p .  � ���� � � � � � 2 � �� ��,�� �� 88.9% 7E��& �  " #!� ��� �� #� � 4���� � �	 � !
� �� � � � � ��� �� ,#� �*��� � �� � �@ �#
 � � # � !�� 4& ��3� � � � )� #,	 ���  � �" � & � #(� �� � I T S  � � ��� �� ,� �� �� �� ��#
� �� ,P �� �� �� $4 � � ��� ��  16 s rRNA  � � �� 10  � � ��  " #!
 	 �� ��� � !
 ,�� *(� ,�4� 	 	 � � �� (i n se rt i o n  
m ut a t i o n ) � ,#� � � (de l e t i o n  m ut a t i o n ) 2 ���  �� �� � �� �� (sub st i t ut i o n s m ut a t i o n ) � )� � 2 �� #�" #�� ���
� � ��� �� � ��!	 � � �!	  � � � � 2 � �� �7� 4���  � �" � & � #(7� 4 I T S   & � �� � � � �� 	 �4	 � �& #�� E4 � � � � ,� 
 ,�� (
�� 2 � �� 4� ��4� � �� �� � ��� �� 4� ��,�    � � �� � � � �� �  �	 � �� E4 � � � � ,� 
 ,�� (7� 4� ��4� � �� �� � ��� � � � � � �� � �#�,�
& #� � � �� ,�4����� ��  �� )� #,	 ���  � �" � & � #(� �� �� � I T S   � 
 ��� 2 �  � � � � ,� 
 ,�� (7� 4� ��4� � �� �� �,�� � �� 4�� �
�� �� � ��!	 � � �!	  � 	  $��,	 #�� � 3�� � � �� �� ��� " #!� ��� �� #� � 4����  ��� �� � ��!	 � � �!	  � 	  $��,	 � )� #,	    
���  � �" � & � #(� �� � 16 s rRNA   #,4�,��� � �@ � �� �� #� � 4
 	 � �� �  ��� � 	  � �� ��!� � !
 ,�� *( X E   Y 001 

� � �  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  LM G 2715
T

 � �� )� #,	 #�� � 3�� � 7� 4 16s-23s rRNA / I T S  � � � !�� 
cpsD  � �� !�,�� � �  ' E�4�  ��� � 	  � �� ��!� ���)� � � � #� � 	 �,��� � � � � � �� � �#�,�� � � � E4� � � � �� )� #,	 #�� � 3�� ��
 � �� !�,� � � ��� � � ��!	 � � �!	 � )� #,	 #�� � 3�7� 4� �� � 16s rDNA  �3
 	 � �� � � � � �  � �� !�,�� � ��� ��  99% 
� !�� 4& ��3� � � � � ��� !4� �7� 4  F o x  et  al . (1992 ) 
 	 � ��  B aci l l u s g l o b i spo ru s W 25T  � � �  B . 
psy chro phi l u s � �� )� #,	    ���  � �" � & #� (� 2 � �� ��,�� � ��� ��  99.5%  ' E�4� � ��� !4� ���� �2 ��� ���� ��� �
� �� � � � 	 #�� � 3�� � 7� 4� ,�4� � 4� � 9 �� (���#�� !� �� ��� � DNA -DNA  h y b ri di z a t i o n  � � � � � #4� 2 �� 2 3�� ��
� 	  � �� ��!� ,�4� � 4& � �& #�� !$�� �� � 9 �� (� #�!� �,� #,4�,���� ��  �� )� #,	   ���  � �" � & � #(7� 4 16s rRNA  & � �
� � � � �� �  �� !��  ��� � ��� #,	 � � 9 �� (& #�� !�� 4 ,#� � � 

 

� � ��� �� ,#�� *�� �  ��� � 	  � �� ��!" #!�  � *% � � 	 ,� ��� ��  �� 2 � �4 � �(	 � � 95  ��# � � �
� � ��!	 � � �!	 �  ���  P. ag g l o m eran s ' E�4� ��� �� #� � 4����  � 3 � � !
 ,�� *( � � � � ,�4� � � � � !
 ,�� *(� ��� �� ,#� !$�
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 �� � �� *��  " #!� � � � � � 2 � �� ��,�� ��� �� � � %  77%  � � � � ���� 4� � �� �� �  ��� � 	  � �� ��!� �� � 9 �� (���!,4� �
 � � � 2 � � �2 � � !. � !� �7� 4� � 9 �� (� � 4 " #!�� �� ,#� 	 �4� � � � �� � n um e ri ca l  p h e n o t y p i c a n a l y si s 

� � � � �� � 	 �4�� *��  Erw i n i a herb i co l a-En t ero b act er ag g l o m eran s � � �� 5 �� *�� � 2 H � � � � � 	 �4� � �� 15 
�� *�� !�� ! (sub g ro up ) � � � � ��� �� ,#� 	 �4�� *�� !�� !#�� !� �  ��  DNA  h y b ri di z a t i o n  � � �� Pan t o ea 
ag g l o m eran s � � �  P. d i spersa " #!� �� ,�N % � � )�  ,H � ��� ��  �� 2 � �4 � �(	 � �' E�4� #� � 	 � ��� �
� #� � 4� ���  ��� � ��� *�� ���� � � � �� �  �2 ��� � � ��H & #�#�� !  N-A ce t y l -D-g l uco sa m i n e   L- a ra b i n o se  D-

Ce l l o b i o se   D-fruct o se   D-G a l a ct o se   α-D-G l uco se   M -I n o si t o l    M a l t o se    D-M a n n i t o l    D-

M a n n o se    D-T re h a l o se   Ci s-A co n i t i c a ci d   � � �  Ci t ri c a ci d  � � �& � ��  � L-F uco se   G e n t i o b i o se   D-

Ra ffi n o se   D-so rb i t o l    D-t ura n o se  X y l i t o l   L-A l a n y l -g l y ci n e   (G a v i n i  et  al .,  1989) (� � �� 4� �� 4) 
� � ��� � � ��!	 � � �!	 � ,�N % � � )�  ,H 	 � 4� �� �� �� ��� � �� �� 4�,�� !�� 4 ,#� � �7� 4�  ��� � ,�4� � � � � 9 �� ( " #!�  ���  
P. ag g l o m eran s � � �  P. d i spersa � � � � �� � ��� 4��#� � ��� ��  � m a l t o se   � � � �  �2 ��� � � ��H 	 � ci t ri c 
a ci d   ci s-a co n i t i c a ci d � � ��  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  & � �� � � � �� �  �& #� � � � � 2 �@ � � �47�� � �,�
�,	 �� ��  � ra ffi n o se    D-M e l i b i o se  (M e rg a e rt  et  al .,  1993 ) #,4� � #4� �� � �� 4� �� 4  W i l so n   et  al . 

(1999) 
 	 � �� � � ��� � ,#�� *�� � 	  � �� ��!� � � �� ��  �� 2 � �4 � �(	 � �7� 4�  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � ��
� !�& #�� � �7�� � " 
 # � � � � � � 4 � ,�42 � # 124 � � !
 ,�� *(#�� !� �� � U PG M A  �  ��� � ,�42 � #� ,#� !$�� ��� *��
� #�!� �,� " #!� � ��  � � � � 2 � �� ��,�7� 4�� ��  �� 2 � �4 � �(	 � �� $4� E4 93 %  ' E�4" #!� � � �? � �7� 4�� �� ,#
� 	 �4�� *�� �  ��� � ��� #,	 � � 9 �� (� � �  � � � � � 2 � �� �7� 4� ,�N % � � ��� � #4� � �� ��� #,	  80 %  ( S n e a t h ,  

1984 ) " #!�  ��� � � �7�� � " 
 #� ���)� � � � #� � 	 � !��� *�� � � �� � ��  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  
LM G 2715

T � � � � � � 2 � �� ��,�� 
 �!4 7 7 %  � �� ��  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  LM G 2715
T

 � � �
7�� � $� � � ��!	 � � �!	 � � �? � �7�� � $� 7� 4 P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � � � B i o l o g ®  � � � � � � 2 � �� � 
81% � � � � � ��� � ��  �� � 2 (#�� !� �� � Pri n ci p a l  co m p o n e n t  a n a l y si s � � 
 	 � �� �  ��� � 2 � �� ���� !��� *�� 2 �� 4� � �
�  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  LM G 2715

T � � � � !$�� ��� *�� � #�!� �,	  P. ag g l o m eran s 4633  
 

� � ��� �� � ��!	 � � �!	 �  ��� � � !
 ,�� *(2 � ,� LM G 2715
T

 �,	 �  ��� � 	  � �� ��!� ���5  � 
 ��� #$ � � �
� � �� �� 42 ��� � ,#�� *�� � 	  � �� ��!�,�� 
 	 � �� �� ��  ��  ���  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � 
 �!4� � !

 ,�� *(� #�!� � � � !,4& � �� � ��� ,� � � �7� 4�  ��� � 	  � �� ��!��� � E4� � �� �� �  ��� � ���)� � � � #� � 	 � � � � ���  ��� � ��� � ��� � !

 ,�� *(� � � �? � ��3� � �  � ���� 4� � �2 � � !5  �� !4� �� ,�4� � ��� �= E�N � #�� !�� ��  �� 2 � �4 � �(	 � � (W i l so n  

et  al .,  1999)  �$� � 	 	 #�� � 3�� �  (A v ro v a  et  al .,  2 0 0 2 ) �$� � 	 	  so l ub l e  p ro t e i n   (M e rg a e rt  et  al .,  1993) 

� � #4� 2 �� 2 3�� �� �  ��� � 	  � �� ��!� � � � � 2 � � !2 � � !� ��� #,	  sub sp e ci e s � � 4 � !�� 4& ��3� � � � ,�N % �
� )�  ,H � �� �� �2 �E�4� ��� )� � 2 ��  ���  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � � �� �� 4� � ��  ��� � �� ��,� � �� ��  �!4 
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 �� � ,�N % � �� �& � ��  � ��� �� �� � � � & � �� � fl a g e l l a   ' E�4� ��� �� #� � 4���
 	 � ,�N % � �� �& � ��  � ��� �� ��� + 
 � �
� � !
 ,�� *( LM G 2715

T

 � � �� �,��  

 

� � �@ � 7� 4�� �� ,#� 	 �4�� *�� �  ��� #�� !� � !
 �� 
 (#�� � 3�� � #�� !� �  ��  A F LP �,�� 
 	 � �� �  ���  
Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � ,#�� *�� � !�� � �� � ��  ��� � 	  � �� ��!� ��� !�& #�� � �7�� � " 
 #� �
� �� � � = � �� ��  � � � � 2 � �� � 65%  � � # � �� 4�,	 �� �� #� � 47� 4 B ra dy  (2005) = E�N � � � ��!	 � � �!	
�$� � 	 	 #�� � 3�� � #�� !� �  ��  A F LP 7� 4�  ��� � 	  � �� ��!� �� ��,�  Pan t o ea sp p . #�� !� �� � Di ce C  co e ffi ci e n t  

si m i l a ri t y  � � � � ,#�� *�� #�� !� �� � U PG M A  
 	 � �� �  ���  P. st ew art i i  sub p s. st ew art i i  � � �  sub sp . 
i n d o l o g en ase  � ,#� !$�� ��� *�� � #�!� �,�� �� ��  � � � � 2 � �� � 82 %   � � � �  ���  P. ag g l o m eran s � ,#�� *�� � !�
� � �& � � ���� *�� 2 �E�4� !�� 4 ,#� � � � � #4� 2 �� 2 3�� �� � �� ��� � A F LP � � � � �� �  �� !� � � � � � �� �� 47� 4�  ���
� ��� #,	 � � 9 �� (& #�  

 

M e rg a e rt ,  et  al . (1993) �  �� �� ��� �� � ��!	 � � �!	 �$� � 	 	  so l ub l e  p ro t e i n  � � ��� �� ��� �2 �E�4� �
�� �� � #4 � � � � � �� �� 47� 4�  ��� � 	  � �� ��! Pan t o ea sp p . ��� � �,	 �� ��  �� �  ��  DNA -DNA  

h y b ri di z a t i o n  ' E�4� � ��� �� #� � 4
 	 � �� �  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � ��$� � 	 	 " � �� ��� � �� �� 4
� � ��  ���  P. st ew art i i  sub sp . i n d o l o g en es    P. ag g l o m eran s � � �  P. d i spersa  � � � �$� � 	 	  so l ub l e  
p ro t e i n  7� 4�  ��� � �� � �� � � ��,� � � � � � � )� � 
 � � � �� ��,� � � 4 ' E�4� � # � �� 4�,	 �� �� #� � 4���� ���$� � 	 	  
so l ub l e  p ro t e i n  �  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  LM G 2715

T

 � ��$� � 	 	 � ��� �� 4� � ��  ��� � 	  � �� ��!� ��
� !�& #�� � �7�� � " 
 #� �� �� � � = & � !  

 

� ��� �� #� � 4���
 	 � �� �  ���  Pan t o ea ag g l o m eran s � ���)� � � � #� � 	 � � � � � !
 ,�� *(�,��� ��� �� ,#
�� *�� � !��,�� ,�4�� �� � ��!	 � � �!	 � � !
 �� 
 (#�� � 3�� � #�� !� �  ��  A F LP  �� ��  ��$� � 	 	  so l ub l e  p ro t e i n  
� � � �� ��  �� 2 � �4 � �(	 � ��,�� � � � � �� � � �	 � !& #�� �� �  ��� � 	  � �� ��! ��#���� � ��� 	  � �� ��!� ��
 	 & #�� ,�� & �
� � �#�� ��)�   ���� �� �
 �  � � � 3# � � � � � �	 � #� @ � 7� 4� ,� � ( � � #4� 2 �� 2 3�� �� �  ��� � 	  � �� ��!���� �� 2 � �4
� � = ,!�� �� 4 � � � � � 2 � � �2 � � !. � !� ��� *�� � $4� � � � ��� �� ,#�� *�� � �*��� � �� � �' E�4� #�� �  ��� � 	  � �� ��!���
� ,#� !$�� ��� *��  Erw i n i a herb i co l a-En t ero b act er ag g l o m eran s co m p l e x  �,�� ' E�4� ��� #,	  DNA -DNA  

h y b ri di z a t i o n  27 D 97%  � � � � ��� �� ,#� �*��� � �� � �� 2 � �#�� !� �  ��   DNA -DNA  h y b ri di z a t i o n  

��� � �,	 �$� � 	 	  so l ub l e  p ro t e i n  � � � � ,�N % � � ��� � #4� � � (p h e n o t y p i ca l  ch a ra ct e ri st i cs) #�� !�� 	 	  
A PI  20E  �,�� 
 	 � �� �� #,	  DNA -DNA  h y b ri di z a t i o n  �,	 �  ���  P. ag g l o m eran s A T CC 27155

T

 � !$�
� � �� 4� � ��� ��   7 5%   (G a v i n i  et  al .,  1989) � � � � �� ,�N % � � � 4 p h e n o t y p e  2 � � !5  � ,�N % � 7� 4�  ���
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 ��#���� ��� � � � � � � �� �� � �  �� �� ��  � D-a ra b i n o se    D-ce l l ub i o se    D- a ra b i t o l    D-so rb i t o l   Ci t ra t e    

G l y ce ro l    La ct o se    M a l t o se   M e l i b i o se   M a l o n a t e    � � �  T a rt a t e   � � ��� �� (A z a d et  al .,  2 0 0 0 )  
 

� � ��� �� � ��!	 � � �!	 �� �� ,#�� *�� �  ��� � 	  � �� ��!� ��� !�& #�� � �7�� � " 
 #� �� �� � � = & � ! �  ���  
Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � � � �  ���  P. ag g l o m eran s #�� !� �  �� � �� 45  & #�� �� �� ��  �� 2 � �4
 � �(	 � � 95  ��#   �� ��  �� � !
 �� 
 (#�� � 3�� � #�� !� �  ��  A F LP   �� ��  ��$� � 	 	  so l ub l e  p ro t e i n  �,�� 

 	 � �� � 2 �@ � � � # � �� 4�,�� ,�4� � � � ,�N % �  " #!�  ��� � 	  � �� ��!� ��� !�& #�� � �7�� � " 
 #� �� �� � � = & � !
�,��� �� �� 2 H �� ,	 �� *�� � !$�#�� !�,�� � � � !$���� � �,	  P. ag g l o m eran s  � � � � !��� *�� � �� 4� � �& � � � ��  ���  P. 
st ew art i i  sub sp . st ew art i i   ' E�4� � ��� �� � ��!	 � � �!	 � ,#�� *�� �  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � )� �� � 
12 4  � � !
 ,�� *( #�� !�� ��  �� 2 � �4 � �(	 � ��,��� 2 �@ �  � � � � 2 � �� �7� 4�� ��  �� 2 � �4 � �(	 � � 93 % 

� � #4� 2 �� 2 3�� E4 � � � � � � �!�7� 4�� ��  �� 2 � �4 � �(	 � � � � � � � � � �� �)� � � �  �� � ��!	 � � �!	 � 
 ��� � ,#� !�
�� *�� & #� (W i l so n  et  al .,  1999) �  ��� #�!� �,��� ��  �� � !
 �� 
 (#�� � 3�� � #�� !� �  ��  A F LP �3� � � � �
� � ��!)� � ��� �� ,#� 	 �4�  ��� & #�� E4�� #,	 ' ,	 � � 9 �� ( ( B ra dy ,  2 0 0 5) � �� ��� ��  ��$� � 	 	  so l ub l e  p ro t e i n  
�,�� � � ��� �� � ��!	 � � �!	 �  ��� . P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i   8 � � !
 ,�� *( � ��$� � 	 	  so l ub l e  p ro t e i n  � ��
 � �� !�,�  � � �� �� 4� � ��$� � 	 	 7� 4�  ���  P. st ew art i i  sub sp . i n d o l o g en es � � #4� 2 �� 2 3�� �� �$� � 	 	  
so l ub l e  p ro t e i n  � � � � �� �  �� )� � ���  ��� � 	  � �� ��!& #�� ��� #,	 � � 9 �� ( ( G a v i n i  et  al .,  1989) � � � � ��� �
� #� � 4����� �� 	 �4�� *�� !�� !7� 4�  ��� � 	  � �� ��!� ��� !�& #�� � �7�� � " 
 #� �� �� � � = & � !�3� 2 �@ � � � # � �� 4
�,�� ,�4 3  � ,�N % �  & #�� �� X E 1 6  8  9   11 � � �  Y 001 � ,#� !$�� ��� *�� � #�!� �,�  � �7% � � ���  ���  X E  2  3  4  

� � �  5 � ,#� !$�� ��� *�� � #�!� �,�   
 

� � ��� �� #� � 4
 	 � �� �� �� )� � 6 �����!� 
 �' �� � �(#�� !�  �!�� hrpS � � ��!��� � D� 2 � � !� �
 � � � � )� � 
 � � �,	 �  ���  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � � � � �,�� � E4� � �� �� � � 
 	 !������ 	  � �� ��!� ���5  
& #�� �� hrpS � ��
 	 � � Erw i n i a am y l o v o ra     E. herb i co l a p v . g y pso phi l ae  
 	 � ��  E. herb i co l a p v . 
g y pso phi l ae  � �� )� #,	 ���  � �" � & � #(� � � ��#� � � �" �7� 4 hrpS � 2 � �� ��,	  E. am y l o v o ra � � �� 7 5.3  
� � �  83.6%  � � � � )� #,	  � � �  � 2 � �� ��,	  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � � �� 77 � � �  7 9.5 � � � � )� #,	  
( M o r et .al .,  2001) � � #4� 2 �� 2 3�� �� !������ � � � � � )� � 
 � � � � � � � � � �� �  �� � ��!��� ��!��!,��  ���  P.  
st ew art i i  sub sp . st ew art i i  & #� 

 

� � ��� �� � ��!	 � � �!	 �  ��� � 	  � �� ��!� ��� !�� � �7�� � " 
 #� �� �� � � = & � !#�� !� �� ��� �� �� 45   ��
�� �& � ��  � ��� �� ��  *% � � 	 ,� �� � 4� ' �*�� � �� !�   *% � � 	 ,� �� � 4� ���� �� !�  � � �  �� �  � �  & #�� �� �$� ��� 4� ' � � (
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� � ��� �� � �� �� �#� �� ��� � 	  (G ra m  n e g a t i v e )  � � � � �� �  �2 ��� & � ��  �� � �� = � ��� �� � ��H & #� 
(F a cul t a t i v e  a n a e ro b e ) "  " � ��	 �� � 2 � � NA  � �� �� 2 � �� 4 � �� � �� �� � �� �� � �4& #�� $4 5%    � 6 �����!�  
E scul i n  h y dro l y si s � � ��	 � �  & � �� ��� 4 H

2
S   & � �� )� � 6 �����!�  Ca t a l a se   & � �@ � �� � �Q� � � ��� ��  ���)� � � �

�� $"  �  � � � � �� �  ���)� � � �  D- a ra b i n o se     D-m e l i b i o se    D-ce l l ub i o se   � � �  M a l t o se   � � � �  � ci t ri c 
a ci d � � �& � ��  ���)� � � �  D-ra ffi n o se   (� � �� 4� �� 9) ' E�4� � ��� ,�N % � � ��� � �� �� 4�,��� 2 � �� 4�  ���  Pan t o ea 
ag g l o m eran s � � � �  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i   � � ��� �� ,#�� *�� � 	  � �� ��!#�� !� �  ��  A F LP   

�$� � 	 	  so l ub l e  p ro t e i n  #�� ! S DS -PA G E   � )� #,	 #�� � 3�� � � � � � 16 s rDNA   
 	 � �� �  ��� � � !
 ,�� *( X E  

� � �  Y  � ��� !�& #�� � �7�� � " 
 #� �� �� � � = & � !� ��� �� ,#�� *�� � !$�#�� !�,�� � � � !$��,	 �  ���   P. ag g l o m eran s  
� ,#�� *�� � !��,	 �  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i   � !�� 4 ,#� � � � � � & � �� )� � 6 �����!� �,	  $�& 
 �(� � � �(� ��
!�� hrpS  ' E�4� � � � � � )� � 
 � � �,	 �  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i   � � �� �,�� � � #4� 2 �� 2 3�� �� �  ��� #,4�� �� �
� � � � �  � �� ! � E4�,	 �  ���  P. ag g l o m eran s � � � & � ��  ��  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i    
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����	�� 9  � � ��!	 � � �!	 � ,�N % � � #��� � � � � �� �� 47� 4�  ���  Pan t o ea ag g l o m eran s � � � �  ���  P. 
st ew art i i  sub sp . st ew art i i  ��� � �,	 �  ��� � 	  � �� ��!� ��� !�& #�� � �7�� � " 
 #� �� �� � � = & � ! 
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G r a m  n e g a t i v e  r o d  + + + + + + + + + + + + + + + 

F a c u l t a t i v e  a n a e r o b e  + + + + + + + + + + + + + + + 

Y e l l o w  c o l o n y  + + + + + + + + + + + + + + + 

G r o w t h  o n  5 %  N a C l  + + + + + + + + + + + + + + + 

M o t i l i t y  + + + + + + + + + + - - + + + 

E s c u l i n  h y d r o l y s i s  + + + + + + + + + + - - + + + 

H
2
S  p r o d u c t i o n  - - - - - - - - - - - - - - - 

C a t a l a s e  - - - - - - - - - - - - - - - 

G a s  p r o d u c t i o n  f r o m  

g l u c o s e  

- - - - - - - - - - - - - - - 

U t i l i z e  o f                  

D- a r a b i t o l  + + + + + + + + + + - - + - + 

D- m e l i b i o s e  - - - - - + + - + + + + - - - 

D- c e l l o b i o s e  + + + + + + + + + + - - + + D 

D- r a f f i n o s e  - + + + - - - - - + + + - - D 

M a l t o s e  + + + + + + + + - + - - + + + 

C i t r i c  a c i d  + - + + + + + + + + - - - - + 

 

1

  7�� � $� � � ��� !4� �7� 4  (G a v i n i  et  al .,  1989) 
Pss 2 � � !� E4 Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i    Pa g  2 � � !� E4 P. ag g l o m eran s   D 2 � � !� E4 2 6  D
7 5 %  � 2 �@ � 	 � � �  ���� 42 � � ! +  2 ���  - 2 � � !� E4� ��#� 6 �����!� � � ��	 � �2 ��� � 	   
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�� �@ � �� � � �� �	 � #�� �� �  ���  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  LM G 2715
T

 
 	 � ��
� � �� �	 � #�� ��& #�� ��� �� )� � 6 �����!� 7�� � �,	 �  ��� � 	  � �� ��!� �� ��,�  2 ���  � � 9 �� (� ��� �� ��  �!4 � � � � � � � � & �
� �� �� �� �� � � � 	 �  ��� � 	  � �� ��!� �)�  �� � �� 4�� �� ' � � (� !�� 4��� !� ,�4� � � 104

 cfu � �� � 6 �����!� 7E��& �  ' E�4� � ���
� � �!	 �,	 � 	  � �� ��! ��#� ��� �  �� X an t ho m o n as cam pest ri s p v . v esi cat o ri a ' E�4� � � � �� � �� � �  ���
� 	  � �� ��!� �� ,� � !�� 4
 � & #�#�� !� �� � E LI S A  � � �� ' � � (� �� ��� � % ��� ! 103

  cfu � �� � �� � �� �� �( J o n e s et  al .,  
1997 ) � �7% � � ��� � �� �	 � #�� �� �  ���  P. st ew art i i  sub sp .st ew art i i  � ��@ � �� & #�� �� ,� � !�� 4��� ' E�4& #�� � � � �
�� �+ �#��� � *��#�� !� ' � � (� ,�4� ' � � ( � � �  M e m b ra n e  p ro t e i n  co m p l e x  �� � � E4 *#� �� � � � 	 � )� � �3� �$� � ��
� � ���� 	 	  m o n o cl o n a l  a n t i b o dy  � � � � �� � �� � & #�� ��� #,	 7,��� �)� � 
 �!4 105

 cfu � �� � 6 �����!� � � �� �,�� 
� � #4� 2 �� 2 3�� �� �  ��� � 	  � �� ��! ��#���� �"  �4� ��� 47� 4� ' � � (� ��� � � � � � � �� a n t i g e n i c � �)�  � � ��� �@ � ��
� � �� �	 � #�� �� ,� � (� �� 4 ��#�,� & #�� �� ��� � �� !� � � & �� ' E�4�� 	 	 � �� � $�� �& ��2 ��� � ,� � (� 9�� � � �7�� #�� !
� �� 4� � � � 2 � � !2 � � !7� 4� � �� �	 � #�� ��@ � �� & #� � � �� �� � 4�� ,	 �,�2 � �� � � � � 2 � � �2 � � !� �)� �3� �
� �4@ � � 2 �� � �� �	 � #�� ��& #�� �" � �� � � ��� �� )� � 6 �����!� 7�� � � �)� �� ��  (K o v a cs-No l a n  a n d M i n e ,  2 0 0 4 ) 
� !�� 4& ��3� � � � � ��� � )� �� �+ �#��� � *��� �� ,� � (� ,�4� � 4 ��#�,�� � � �� �	 � #�� �� 	 ��� 4� ��� ��� �� )� � 6 �����!�
7�� � �,	 �  ��� � �� ��,�  � � � � � 9 �� (� ��� �� ��  �!4 � � �� � ��� � )� � 6 �����!� � #�� �7�� �  (cro ss a b so rp t i o n ) � � ��

 	 � �� � � �� �	 � #�� � �& ��� � � � � � )� � 
 � � � � �7E�� ' E�4� � � � ���� 4� � �& ��� � ��� ��4� � �� �� � ��� �� 4� � �� ,� � (� � ��!4
� $�#�� !��  � E4� ��� 	 	 �� �� #� )� � ��  e p i t o p e  � ��� � �� �� 4� � �& � � �4@ � � 2 �& #�� � �� �	 � #�� ��� � �� �� 4
� � �& �  (K o v a cs-No l a n  a n d M i n e ,  2 0 0 4 ) " #!� � �� �	 � #�� ��& #�& � �� )� � 6 �����!� 7�� � �,	 �  ���  Erw i n i a 
chry san t hem i   � ,�4�� �+ �#��� � *��#�� !� ' � � (� ��� � �� ��  (Li fe  ce l l ) � � �  M PC  �� �� � ����� � �� �	 � #�� ��& #�
� � ��� �+ �#��� � *��#�� !� ' � � (� � �� �� � ��� � ��H 	 �� � 2 � � m i n i m a l  m e di um  � 
 ��� � 2 �� 	  � �� ��!� ��� 4� � � 
p o l y sa cch a ri de  ��� !� 4 (La m k a ,  et  al .,  1991) !,4� � � � � � )� � 
 � � � � � � � 4� � �!	 � � �� �,	  *#� �� �  E LI S A  

� )� � �3�  Pa t h o S cre e n ®  #�� ! � !�� 4& ��3� � � � � ��� � � �!	  � � � & � � ��� �� �� � � � 	 � � �� � � �� �	 � #�� ��& #�� � �
& ��� �� �� � �� � �. � 
 � �)� �� �� � ��& #�� � ��� �+ �#��� � *��� ���� � �� ! � � �  *#� �� � � )� � �3� �$� � � �� 4 10- 100 
� � ��  " #!� ��� � �� �	 � #�� ,�42 � #� ��� �� )� � 6 �����!� 7�� � �,	 �  ��� � ��� *��  X E  � � �  Y  #,4�,��� E4� � � � �� � �*�
& #�� �� �� ��  �� � �� �	 � #�& � �� � � � � � )� � 
 � � � � � � � 4� ��� �� �� � �  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i   
" #!� + 
 � � � �� �� � � = & � ! � ���� 4� � �
 	 � �� � ��  ��� � 	  � �� ��!� �� � 9 �� (� �� ��  �!4& #�� �� P. ag g l o m eran s 
2 ���  P. d i spersa ' E�4
 	 & #�� ,�� & � � �
 ���@ �� 
 �  2 ��� � � � 3# � � � � � � � � � �� � � ��H & #��� #� �3� �� ��  
"  " � ��� �� ,�N % � � �� ��  �!4�,� �  �� � 2 � �& #�� �� ��  �!4�,	 �  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � � ��  �& #�
� � � ��#�� ��  (� � �� 4� �� 4)  � �" � �� � � )� � 2 �� ��#�� �� �� � " #!� �� ��� �� � 4� ' �*�� � �� !� & #�@ � 	 � �� ��
@ �#
 � � #& #�  � !�� 4& ��3� � � � �� ��� � E LI S A  � � ��� �� �� ��� � �� �  �� �� !� �� � ,� � !�� 4� �)�  " #!� + 
 � � 2 � �@ � ��
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� � �� �	 � #�& #�� � 4 & � �� �� 4�� ��  ���� 4� �� � + 
 � � � ��� �� �� �  � E4� � � � �� �)� � � �  �� ��� �� �� � � � 	
� ,� � !�� 4� ��� �� ��� � % � � �� 
 ���  ,#��� 4� �� 	 ��� 4� ��& #� 

 

� �� ��� �� #� � 	 �  ��� #�� !� �  ��  E LI S A  �,��� ��� �� #� � 4����  �� �� ��� � i n di re ct  p l a t e  t ra p p e d 
a n t i g e n  E LI S A  (i n di re ct -PT A  E LI S A ) � �7% � � �� *#� �� � � � 	  Pa t h o S cre e n ®  �  �� �� � do ub l e -
sa n dw i ch  E LI S A  (DA S -E LI S A ) " #!�  �" 
 � �"  � �� � � � �� �	 � #�� � ��� ,� � ,	 � �E4�  ���  � � � " � " �
"  � �� � � � � �� �	 � #�� � ��� ,� � �� � �� !4� �@ �  ' E�4� �� � i n di re ct  PT A -E LI S A  " #!� �� �� � � � � & � � ��� �
� �� � � ,	 � �)� �� ��   " #!� + 
 � � � � ��� � �� � 2 � �  ��� � �� � � 3# ' E�4 � #� �� � ���� 4� � � � �� ���� � !��� � � �� � � 3#7�� � " 
 #
� 7�47,�� ��� �� !�4� ,	 
 ���� ��� �� � #� #� � 	  � � � 2 ��� � ���� 4� � �� ���� � !��� 
 � " #!� � 4�� !. � 
 & � � S#2 ���
7,#7� � 4�� �� ,	 7� 4�  ��� � 	  � �� ��!�,	 � � #� #� � 	  (La m k a  et .al ,  1991) � � � �� �!E#� ,	 7� 4� ' � � (
� 	  � �� ��!�,	 � � #� #� � 	 " #!� �4� � � � �� �� � �� � �. � 
 � �)� � ��� �� ,	 !E# 

 

� �� ��� �� ���  �
 ���? � �7� 4� �  ��  PCR � � ��� �� ��� �� ��� � � � �� �  �� �� � � ,� � !�� 4� )� �� �� � �� ��
 �,�4& #� " #!� + 
 � � � !�� 4!��4� � ��� � )� 4� ��,	 � 	  � �� ��! ' E�4� #7,��� � ��� �� �,##�� � 3�� � & #� � � � � � & � � ��
�� �� �� � � � 	 � � �  � � � � � � )� � 
 � � � � � � � 4� � ��� �� � � �!	 �,	  E LI S A  @ � 7� 4�� �� #� � 4��� � � � � ��� �
� #� � 4� ���5  � !�� 4& ��3� � � � TH 2 � 7� 4�� �� �� � � � 	 #�� !� �  ��  PCR  �� � � �� �� � KL� �� � �� ,� � !�� 4

 � � � � � � � 3#� �� 6 �����!� � ��!,	 !,�4�� �� ��#� 6 �����!�  (PCR i n h i b i t o r)  � �� ��� �� ���  �� ��� �� �� � � � 	 �  ���
� 	  � �� ��!� ��� !$�	 �
 ���? � �7� 4� �  ��  PCR � �2 � � !� �� � . �  & #�� �� �� �� �� � #�� !� 6 �����!�  PCR 

" #!� �4 B i o -PCR  A m p l i -di sk  PCR �� �� �� � #�� !� 6 �����!�  PCR ��� � �,	 �� ��  �� � �� �	 � #� & #�� �� 
M a g n e t i c b e a d-PCR  � � �  i m m un o ca p t ure -PCR   �� �� � ����!,4� �� �� ��� � Ne st e d PCR � ��� 2 �
 � � � � )� � 
 � � � � � � � 4� � � 	 � 4 �,�4� 
 ���  � � � & � � ��� �� �� � �  ��� � 	  � �� ��!& #�� � �7E�� (Ll o p  et  al .,  

2 0 0 0 ) � � � � �� ��� � Re a l -t i m e  PCR � ,�4� ���  ��� 	 	  p ro b e  � � �  S Y B R®  

 

� �� ��� �� �� � #�� !� �� �� ���  �� �  ��  PCR � � ��
 ���? � � � ��� �� #� � 4���
 	 � �� � � ��� � �� � � ,� � !�� 4� ��
� � ��� ' � � (� 	  � �� ��!" #!� �4 � �� ��� � A m p l i -di sk  PCR � � � � �� � �� � �  ��� & #�� !�� 4� �� �� � �� � �� $4� *# � � �
� � ��� � �� � � ,� � !�� 4� ��� � ��� ,� � !�� 4
 � 2 ��� � ,� � !�� 4� ��@ � � ��� � �,	 � � � 3#� �4@ � � 2 �� �� �� � �� � �. � 
 � ��� �
� �� � � #� 4 � � � � �2 � � !5 �� �� #� � 4& � �� � � � �� � 2 �@ � � !�� 4� � �)� � � � � & #� � ���� 4� � �
 	 � �� � � ��� � ��� �
� � ��!4� ' � � (� 	  � �� ��!� � �� ,� � !�� 4� 
 ��� � 
 ��� � ��� � %  �  ��� � 	  � �� ��!� ���5 � ��� �� � KL� �� � � � �	 " � & #��� #� �3�
�� ��  � �� �� 	 �,	 7�� � )� �,#� ��!,4& � �� �� � 2 � � ,#� � �� �� )� � 
 � �  2 ��� � �4� � ��� �� �� � ��H � + 
 � � �  ���  Pan t o ea 
st ew art i i  sub sp . st ew art i i    � � ��� � � ��!	 � � �!	 �� ��  �� � �� � 2 � �� � �� 2 � �4 � �(	 � � 95  ��# � � �@ �
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�� �� #� � 4��� �� � � E4� � �� � �� � �� �� 4� �4 (M e rg a e rt  et  al .,  1993 ;  G a v i n i  et  al .,  1989) 
 	 � �� �  ���
� 	  � �� ��! ��#���� ��� ��  �� � �� � 2 � �& #���� ! ��#� � �  � �� !�,	 �  ���  P. ag g l o m eran s � � �  P. d i spersa   
' E�4� � ���  ��� �� *�� � �� � �#� ��
 	 � �� � KL� �� �� . � 
 � � #� �� �   #,4�,��� E4� � ���� �!� �� ��� � � ��� 4� $� �� � 2 � �
� )� � 
 � � � �� �  ��� � 	  � �� ��!���  � �� ��� � M a g n e t i c b e a d-PCR  � � ��� �� �� �� ,#��� 4�  ��� � 	  � �� ��!� � ��� �� )�
� 6 �����!� �,	 � � �� �	 � #���� � ' E�4� �� �� " ! �(� �� 4�� 
 ���  � � � � )� � 
 � � � ���% �� ��� �� � �� �	 � #�� ��� �
 *% . � 
 � $4  � � � � #� � �� ��!,	 !,�4� 6 �����!�  PCR   � � � � ' � � ( � ��& #�!,4� � �� �� � !$�� � � � �� �)� & � � �� � � � 	
#�� !�� �� � ��!4	 �� � 2 � �& #� (v a n  de r W o l f  et  al .,  1996 ) � � �� ���� 4� � �� � �� �	 � #�� ��@ � �� & #�� ��� �
� #� � 4���� � *% � � 	 ,� �� ��& � �� )� � 
 � � � �� �  ��� � � D� 2 � � !� 
 �!4 ��#� #�!�  #,4�,��� E4� � � �)� � � �  �� �� " ! �(& #�
� ��� � ,#��� 4�  ��� � �� 	 ��� 4� �� � � � �  �� �� ��� � PCR   � �� � 2 � �  ��� � ��� )� � 
 � �  � � �� �� � �� ����� �  �� !� #� � �
� ��!,	 !,�4� 6 �����!�  PCR & #� � � � �  ��  ���� 4� �� & � �� � �� �� 4� � �� �� ��� � di re ct -PCR � � �� � ��� � � ��!	 � � �!	
7�� #�� !#�� �� ���5  �  �� � � � � � ��� �� 4�  �� � �7E��  �� �  �� �� !� ��� 
 ��� 7E��� � ��� �� �� 4� �� � �� �	 � #�� � �  
M a g n e t i c b e a d � ��� ���  � � $4 #,4�,��� �� ��� ����� E4!,4& � �� 2 � � � � ��� ��)� � � �  �� �� � 2 � �  ��� � �� ,� � !�� 4� � ���
� � �!	 �,	 � �� ��� � di re ct  PCR  � �� �� �� ��� � re a l -t i m e  PCR � � ��� �� ��� �� ��� �� *#� #�� �� � � � � �� � �� � � � 	
�  ��� � � D� 2 � � !& #�� !�� 4�� #� �3� & � �� �� 4� �� � � � 	 #�� � 3�� � #�� !� � � � �� �  " � �" > ��' ��  (Do ra k ,  2 0 0 4 ) ' E�4
� � � � �� �)� & � �  �� ��� �� �� � �� �� � � �� ��& #� � � �� �� *##�� !� !$�� �� �� �  �� �� !� ��� �7� 4� *� ��% (�  ���� 4� ��  
� ,� #*� � � � � ��  � �� ��� �� )� � 6 �����!� � ���  � � $4 ' E�4& #�� �*� � � ��!	 � � �!	 7�� � #��7�� #�� !7� 4� � �� � � �� �#,4
� � #4� �� � �� 4� �� 10   
 


����	�� 10   � � ��!	 � � �!	 7�� � #��7�� #�� !� �#�� �� �� 45  7� 4� �� ��� �� �� � � � 	 �  ��� � 	  � �� ��! Pan t o ea 
st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � � �� ,� � !�� 4
 � 2 ��� � � � 3#7�� � " 
 # 

 

 Di re ct -

PCR 

M a g n e t i c 

b e a d PCR 

A m p l i -di sk  

PCR 

Re a l -

t i m e  

PCR 

E LI S A  

 � � � � )� � 
 � �  (S p e ci fi ci t y ) � $4 � $4 � $4 � $4 � �)�  
 � � � & �  (S e n si t i v i t y ) 10

3
 10

3
 10

2
 10

2
 10

5
 

�� �� )� ' �)�  (Re p e a t a b i l i t y )  #� #� & � �#� #� #� 
 �� �  �� �� !� �� � ,� � !�� 4 (Co st ) � �)�  � $4 � �)�  � $4 � �)�  
��  � �  ���� 4� ��  � �)�  � �)�  � �)�  � $4 � �)�  
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� � ��� �� #� � 4� � � � � �� ��  �� �  �� � ��� �� �� � � � 	 �  ���  P. st ew art i i  sub sp . st ew art i i  #�� ! 
di re ct  PCR �,�� 
 	 � �� � �� ��� �#,4�� �� � � � ��� �� �� ��� � � � �� � )� ' �)� & #� � 2 �@ � �� �� #� � 4� ����� �  ��� � ��  � )� & #�
4�� ! �� #� �3�  � � �  �� �  �� �� !� �� � ,� � !�� 4� $��� �� � �  �� � ���5  � !�� 4& ��3� � � �� �� �� � � � 	 �  ��� � 	  � �� ��!
 ��#��� � ��� � � 2 �@ � � ����� �  ��� � �� � � � �  �� ��� �� �� � � � 	 � ��� � ��� � � �? � �� ��� �� � �� 	 �,	 �� 4� ��� �
�,�
 �  (p l a n t  q ua ra n t i n e ) � �� 4�  ��� �� �� � 2 � � !5 � �� �� �� �� 	 �,�  #,4�)� � � �� � �� � � 4�� �� �� �  #,4
� �. � 
 � �� 21 � � � �� �� �� � �  ��� � 	  � �� ��!� � ��� 4� � � 3#
 ,�� *(�,�� " #!� � � �? � �� � � �(� ' 3�� (�� �� �#�  ���
� ��� 4� � � 3#
 ,�� *(� � � �� !4� �� ��!� � �,	 �� �� �#�  ��� � ��� 4� � � 3#
 ,�� *( 0.5 % 2 ��� � �)� �� �� �,�� � � � �� �
 )� �� % " � �� � �� �� *�� � � � 3#� ��� �#�  ���  � � � " � �� � 7� 4� � � 3#� ��� �#�  ��� � � ��� �� �� � #�� !� �� ��� � E LI S A  

� � � �� �� �� � 7� 4 Na t i o n a l  S e e d He a l t h  T e st  ' E�4
 ,P �� " #! I o w a  S t a t e  U n i v e rsi t y   � � ��� �� �� �
� � � 3#� )� �� � 400 � � � 3#� 	 �4� � ���� 4 �� 4� �  100 � � � 3# ' E�4� � ��� �)� � � �  �� ��� �� �� � � � 	 " #!�� �
� �� � � � � �  �� � � �? � �� #�!� �,� " #!� � � ��!�� � �� �� ��� � E LI S A  � � ��� �� ��� �� �� � #�� ! PCR  � � �!,4 4
�� �� �� � � 	 	 �  ��� �� 	 �4�� 4� � ���� 4� �  100 � )� �� ��� 47E���,	 7�� #7� 4�� 4� � � 3#
 ,�� *( " #!
� � � � �� � �� � � % � � � �(� ' 3�� (�� �� �#�  ��� � ��� 4� � � 3#
 ,�� *(& #�#,4� � #4� �� � �� 4� �� 1 (Pa t a k y  a n d 

I k i n s,  2003) 
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� �� 	�� 2 1  � @ �@ ,4�� �� �� � � � 	 �  ���  Pan t o ea st ew art i i  sub sp . st ew art i i  � )� 2 �,	 � �� � � = & � ! 

��
������	
�	����

���
�	� 

�,��!��4
� 2������3#
,��*(�������=&�! 

�,��!��4
�2������3#� )���� 4 0 0  ���3# � 	 �4����� �4 � �4�� 1 0 0  ���3#	 ##��! G E B   

&��
	 ���� Pantoea stewartii 
s u b s p .stewartii 

"������#	$�%
����
 ELISA � &  P C R   � ��' �� ��� � ���
� (� !�  ()  

"� �* � �
� !+ � ' 
�"(  
"� �* � �
��, + & - � - � �� �� $��# � ' ������! 3- 4  ��� ' ���, + &
%(�$� ���!
"��# 0 �
- � - � �1 ' �� � ��

� ��$��  N A 

��� "(� � �� �� ' � �� ' 
  � & ��� � � � ��� 5-7% 

��� 1 ' �� � ���� � ��   
��� 1 ' �	� �����4  
��� 1 ' �� �(� � 5 (�(� (�� O x i d a s e   � & C a t a l a s e     
1 ' �� � ��# H

2
S

 
 

1 ' �� ��� 5 (�(� (�� Es c u l i n  h y d r o l y s i s  
1 ' �	� � D-a r a b i n o s e ,  D-c e l l u b i o s e   m a l t o s e  � &  c i t r i c  a c i d  
	� �  D-r a f f i n o s e ,  D- m e l i b i o s e  

���� #��! P CR #��!&
�(����(���  h rp S   g e n e  

�,��!��4������ Pantoea stewartii s u b s p .stewartii 

�#� �	 #��!�6 �� ���!� E LI S A   

�,��!��4
�2������3#� )���� 4 0 0  ���3# � 	 �4����� �4 � �4�� 1 0 0  ���3#	 ##��! G E B   

�,��!��4
�2������3#� )���� 4 0 0  ���3# � 	 �4����� �4 � �4�� 1 0 0  ���3#� �#��!��)�  

� � � �
��� � �(� - � � 
� 0 ���- � �   

� 5 (�(� (��	$�%
�� 

� 5 (�(� (��	$�%
�� 

� 5 (�(� (��	$�%
�� 
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#�2�� � � � �� � #% � � % �  

 

 � �� � ���#��4� �*�&#�#,4��� 
 

1. ����� �!
,��*( X E   Y   � �� W  ���� !� ����&#�� �� 7 ���" 
#�������=&�!&�������� Pantoea 
stewartii s u b s p . stewartii " #!��7 ���$����� �	 #��! *% � �	 ,��� ��� ��������  � ����� 2��4
 ��(	 �� 95 ��#  � 	 	 ��!
��
(#���3���#��!�� ��  A F LP  � ���$�� 	 	 7 �4 s o l u b l e  p r o t e i n  

 

2. ����� 	  �����!� !� � �� " � �2��!�7 �47 ���" 
#�������=&�!� �!
,��*( Y 0 0 1 � �� X E  �,�42�# 
!� ���� X E 7   ������ Pantoea ag g l om erans " #!��7 ���$����� �	 #��! *% � �	 ,����4> 9" �&��U
� ����4��� �� � 	 	 � @ ���!
��
(#���3���#��!�� ��  A F LP   � ���$�� 	 	  s o l u b l e  p r o t e i n  

 

3. � ������2�� ,#����� � )��
�� N i g r o s i n e  m e d i u m  &��� ����� ��������2�� ,#����� � )��
�����
���� P. stewartii s u b s p . stewartii &#� 

 

4. � ������ �� ��4�' �*�����!� &#�� � � E LI S A  �,�4����� p o l y c l o n a l  a n t i b o d y   � �� m o n o c l o n a l  

a n t i b o d y   ( A g d i a ,  I n c )  ������� Pantoea stewartii  
	 ���&���2�@ ��!��4� )��
���� ��� 4������� P. 
stewartii s u b s p . stewartii  � ��!,4�)��6 �� ���!�� ,	 ������ ���# &#�� � � Pantoea ag g l om erans � ��
����� 	  �����!����� �#��� ���2��!�7 �47 ���" 
#�������=&�!&#� 

 

5. � ������ ��  P CR #��! $�&
�(����(���� )��
������ ��� 16s -23s  r RN A / I T S  � �� c p sD  !�����
��!4��7 �4 Co p l i n  a n d  K a d o  ( 20 0 2)  �,�� &���)��6 �� ���!�� )��
���� ��� 4������� P. stewartii 
s u b s p . stewartii 

 

6. � ������ ����#��!�� ��  P CR  #��! $�&
�(����(���� )��
�����!�� h rp S  �����,�� ����2�@ �� )��
�����
���� P. stewartii s u b s p . stewartii 
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7. ����� �� E LI S A  #��! p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  �� ���&���� ������ � �	 �' ��(���� P. stewartii 
s u b s p . stewartii ���!���� *# " #!���4� �������% �' ��( �!��4���! 10 5

 c f u  ����6 �� ���!� �����
����!	 ���!	 � ,	 ����� �� d i r e c t -P CR   M a g n e t i c  b e a d -P CR  A g a r -P CR � �� Re a l -t i m e  P CR 

 

8. ����� �� A m p l i  d i s k -P CR ��������� ������� ���&���� ������ � �	 �' ��( P. stewartii s u b s p . 
stewartii #�� *# � ����� ���� � �	 �' ��(&#�� �����' ��(�����������!� ��� 10  c f u  � ��&���2������� �
�)��������� ��. � � ��������4� �� ����� 	  �����!�������KL���� ��H &#���#��3�� ����  �*�����
��� 

 

9. ����� �� d i r e c t -P CR ��������� ������ � �	 ����� 	  �����!� �� 
�� �����3##����� *# �����
����!	 ���!	 ��� 4�7 �4 ���&���� ������ � �	  ( s e n s i t i v i t y )   ����� ��!����,��!��4  @ �� ��
�#��4����� ��&#�� $4  ��!�������� ������ � �	    

 

10 . ����� �� P CR &��� ����� �)�������� ������ �,��!��4���3#  #��!����� ������!��,��!��4" #!� ��
	 #���3#&#� 

 

11. ����� �� d i r e c t -P CR � ����� ���� � �	 ����� 	  �����!���,��!��4
�� �����3#&#��������� 	  �����!
�!��4���!  6x 10 2

 � ��  10 3

 c f u  ����6 �� ���!�����)�#,	   

 

12. ����� �� d i r e c t -P CR ����� ,	 � ��� ����3#� ����� ���� ������� �4���3#�������� ����#���� 0 .0 2% 
2��� 1 �� 5, 0 0 0  ���3# ��������� ���3#� 	 	 � ��,�4� �4���3#
,��*(� �� � ��� 	 �4� �4���3#
,��*( 

 

13. � ��� 	 �4� �4���3#
,��*(� ����� �
������� ����. �
��� ������ � �	 ���3#�����#������� �4���3#

,��*(&#���� 7 E��� ��  33% ���� 83% 

 

14. � ������ � ����#������� �4���3#
,��*(#��!���� d i r e c t -P CR �)�����,	 ����� ,	 � �� )���% � ��
" �� �� � ����#���������3#
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