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ходимость для современного сель-
скохозяйственного производства. 
Быстрая и  точная идентификация 
позволяет принимать обоснован-
ные решения о проведении необхо-
димых, но дорогостоящих мер борь-
бы, включающих как карантинные 
меры, так и уничтожение зараженно-
го растительного материала на поле 
(Gottwald et al., 2001; Hawks, 2005). 
В род Xanthomonas входят одни из 
наиболее важных бактериальных 
патогенов растений, которые в об-
щей сложности поражают 392 расте-
ния-хозяина (Hayward, 1993).

К родам Clavibacter, Ralstonia, 
Pseudomonas, Dickeya, Erwinia, 
Pantoea, Pectobacterium и Xylella так-
же относятся важные виды фито-
патогенных бактерий (Denny, 2006; 
Eichenlaub et al., 2006; Simpson et al., 
2000; Bakker et al., 2007; Samson et 
al., 2005; Hauben et al., 1998; Gavini 
et al., 1989; Garrity et al., 2005). Фи-
топатогены X. oryzae pv. oryzae и R. 
solanacearum (Rs) раса 3 биовар 2 
считаются наиболее опасными вре-
дителями сельскохозяйственных 
культур в США (Hawks, 2005). Так-
сономическая категоризация бак-
терий основывается на множестве 
различных методов классифика-
ции. С развитием диагностических 
методов бактериальные штаммы 
были повторно классифицированы 
и отнесены к другим подвидам, ви-
дам и даже родам (Eichenlaub et al., 
2006; Hauben et al., 1998; Gavini et al., 
1989; Garrity et al., 2005; Vauterin et al., 
1995; Buddenhagen et al., 1964; Jones 
et al., 2004; Schaad et al., 2006; Young 
et al., 2001; Fegan et al., 1998; Fegan et 

к  патоварам, к  которым их в  на-
стоящее время относят; штаммы 
R. solanacearum также не были отне-
сены к соответствующим расам, что 
подтверждает предыдущие выводы 
о том, что распределение по расам 
и  патоварам не всегда отражает 
генетические связи. ФИР-маркер 
также был секвенирован для 24 эта-
лонных штаммов из трех родов энте-
робактерий: Pantoea, Pectobacterium 
и Dickeya.

ФИР-последовательности семи-
десяти ранее неклассифицирован-
ных штаммов Ralstonia, Clavibacter, 
Pectobacterium и Dickeya совпали или 
оказались схожими с ФИР-последо-
вательностями известных эталонных 
штаммов, что наглядно демонстри-
рует полезность генетических струк-
тур для классификации бактерий 
ниже видового уровня и  быстрого 
сопоставления неизвестных изоля-
тов с эталонными штаммами.

Структуры ФИР-последовательно-
стей даны в электронной базе данных 
«RIFdb». Данные могут быть запро-
шены как в формате хроматограммы, 
так и в формате FASTA (текстовый 
формат для нуклеотидных или по-
липептидных последовательностей), 
и могут быть использованы в целях 
проведения диагностики при помощи 
ФИР-последовательностей, получен-
ных из неизвестных штаммов.

Ежегодный ущерб от потерь уро-
жая ввиду заражения бактериаль-
ными фитопатогенами составляет 
миллиарды долларов США (по дан-
ным Baker et al., 1997). Быстрая и точ-
ная идентификация бактериальных 
фитопатогенов — насущная необ-

ДНК-маркер, который позволяет 
различать бактерии, поражающие 
растения, на видовом уровне и ниже, 
был получен путем сравнения ше-
сти секвенированных геномов рода 
Xanthomonas, которому принадлежит 
множество важных фитопатогенов. 
Этот ДНК-маркер содержит часть 
фактора инициации репликации 
dnaA (ФИР). В отличие от рРНК-ге-
нов, dnaA — однокопийный ген в по-
давляющем большинстве секвени-
рованных бактериальных геномов, 
и  для амплификации ФИР требу-
ются родоспецифичные праймеры. 
Компьютерное моделирование био-
логического эксперимента показало, 
что ФИР имеет равную или большую 
способность различать близкород-
ственные виды Xanthomonas, чем 
широко используемая область рибо-
сомного межгенного спейсера (МГС). 
Кроме того, в наборе из 263 штаммов 
Xanthomonas, Ralstonia и Clavibacter 
ФИР-маркер был напрямую секве-
нирован в обоих направлениях с ко-
эффициентом результативности при-
мерно на 16% выше, чем при секвени-
ровании МГС. ФИР-структуры для 
Xanthomonas, Ralstonia и Clavibacter 
были построены при помощи 682 
эталонных штаммов, представля-
ющих различные виды, подвиды, 
патовары, расы, растения, являю-
щиеся хозяевами, и географические 
регионы. Эти структуры содержали 
в общей сложности 109 различных 
ФИР-последовательностей.

ФИР-последовательности выяви-
ли подвидовые группировки, но не 
подтвердили принадлежность штам-
мов X. campestris или X. axonopodis 
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ных и грамположительных бактерий 
(639 из 782 штаммов) присутствуют 
многочисленные копии генов 16S 
и 23S рДНК.

Прямое секвенирование ампли-
конов рДНК из генома, содержа-
щего различные аллели (как было 
выявлено Kang et al. (2010) в 415 из 
782 штаммов), приводит к ухудше-
нию качества полученных после-
довательностей. Этот недостаток 
на сегодняшний день устраняется 
применением двух трудоемких про-
цедур — выделением отдельных ам-
пликонов из агарозного геля (Wilton 
et al., 1997) и клонированием ампли-
конов. ДНК-маркеры, полученные 
из облигатных генов, используют 
по отдельности или совместно для 
установления филогенетических 
связей между бактериями (Ma et al., 
2007; Young et al., 2007; Prior et al., 
2005; Castillo et al., 2007; Young et al., 
2008; Parkinson et al., 2007; Parkinson 
et al., 2009). Для амплификации этих 
генов обычно необходимы родоспец-
ифичные праймеры. Облигатные 
гены проходят стабилизирующий 
отбор и  поэтому более точно от-
ражают генетические взаимосвязи 
между штаммами, чем гены, про-
ходящие позитивный отбор (Urwin 
et al., 2003). Гены, проходящие ста-
билизирующий отбор, также менее 
подвержены горизонтальному пе-
реносу, чем другие гены, например, 
связанные с патогенностью. Тем не 
менее, даже облигатные гены могут 
подвергнуться горизонтальному пе-
реносу, о чем свидетельствуют явле-
ния рекомбинации внутри гена gyrB 
у видов бактерий из рода вибрионов 
(Pascual et al., 2010).

Идеальный ДНК-маркер для клас-
сификации и идентификации бакте-
рий более вариабельный, чем участ-
ки рДНК, присутствующие во всех 
организмах-мишенях как единичная 
копия гена на геном, мало подвержен 
горизонтальному переносу и ампли-
фицируется при помощи универ-
сальных праймеров. Попытки по-
лучить универсальные праймеры из 
участков, не принадлежащих рДНК, 
оказались безуспешными (Santos et 
al., 2004), вероятно, ввиду значитель-
ного разнообразия и быстро разви-
вающейся природы бактериальных 
геномов. Мы использовали шесть 
полностью секвенированных гено-
мов четырех видов рода Xanthomonas 
(da Silva et al., 2002; Qian et al., 2005; 

предложен универсальный пластид-
ный ампликон — участок хлоро-
пластного генома, вычисленный при 
помощи ЭВМ (Presting, 2006), кото-
рый может быть амплифицирован 
в фотосинтезирующих организмах, 
будь то цианобактерии, красные, бу-
рые, золотистые и зеленые водоросли 
или высшие растения (Sherwood et al., 
2007). Этот штрихкод показал свою 
практическую применимость как для 
исследования биоразнообразия, так 
и для отбора проб из окружающей 
среды (Wang et al., 2009; Sherwood et 
al., 2008).

Ввиду оперативности ПЦР и низ-
кой стоимости секвенирования полу-
ченных ампликонов идентификация 
бактерии на основе ДНК-маркеров 
стала практичным методом, кото-
рый замещает традиционные методы 
классификации, основанные на про-
ведении трудоемких биохимических 
и биологических анализов. Наиболее 
широко используемые маркеры по-
лучены из рибосомных генов, отча-
сти потому, что эти гены могут быть 
амплифицированы в  большинстве 
видов при помощи универсальных 
праймеров (Normand et al., 1996). 
Последовательности 16S рДНК были 
определены для более одного милли-
она отдельных штаммов и экологиче-
ских проб на веб-ресурсе http://rdp.
cme. msu.edu (Cole et al., 2009).

Также более 18 000 последователь-
ностей внутреннего тринскрибиро-
ванного спейсера (ITS), который 
расположен между 16S и 23S рДНК, 
доступны в базе данных «GenBank» 
(Benson et al., 1999). Последователь-
ности этих двух маркеров использу-
ют для идентификации фитопатоге-
нов и исследования популяционного 
разнообразия (García-Martínez et al., 
1999; Gurtler et al., 1996; Kang et al., 
2010). Тем не менее, последователь-
ности 16S ДНК не всегда могут быть 
эффективны для различения видов 
внутри рода, и даже более вариабель-
ные последовательности внутренне-
го тринскрибированного спейсера 
не эффективны для различения 
многих родов ниже видового уровня 
(García-Martínez et al., 1999). Kang et 
al. (2010) доказано, что в более чем 
80% исследованных грамотрицатель-
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al., 2007; Young et al., 2007; Prior et al., 
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2008; Parkinson et al., 2007; Parkinson 
et al., 2009).

Например, расовая принад-
лежность Xanthomonas pathovars 
и Ralstonia solanacearum была осно-
вана на методе учета растения-хо-
зяина и продуцируемых симптомов. 
Но этот метод определения принад-
лежности замещают современные 
методы, основанные на ДНК (Young 
et al., 2001). Эти методы применяли 
для проведения повторной клас-
сификации некоторых патоваров 
X. axonopodis по различным видам 
и подвидам (Jones et al., 2004; Schaad 
et al., 2006) (например, X. axonopodis 
pv. vesicatoria тип C был перекласси-
фицирован как X. perforans по ре-
зультатам проведения ДНК-ДНК-ги-
бридизации).

Также такие методы, как секвени-
рование 16S рДНК, ДНК-ДНК-ги-
бридизация и другие методы, осно-
ванные на генетических и феноти-
пических свойствах, уже применяют 
для переклассификации некоторых 
видов Pseudomonas, X. maltophilia, 
Erwinia chrysanthemi, E. carotovora 
и  E. herbicola в  виды Ralstonia, 
Stenotrophomonas maltophilia, Dickeya, 
Pectobacterium и Pantoea agglomerans 
соответственно (Samson et al., 2005; 
Hauben et al., 1998; Gavini et al., 1989; 
Garrity et al., 2005; Yabuuchi et al., 
1995). Методы идентификации ви-
дов на основе ДНК надежны и эф-
фективны, о чем свидетельствует 
большое количество проводимых на 
данный момент работ по баркодиро-
ванию ДНК (Frézal et al., 2008).

При баркодировании ДНК после-
довательности одного участка, пред-
ставляющего собой генетический 
маркер, соотносят с  эталонными 
штаммами, которые были ранее иден-
тифицированы таксономистами. Ис-
пользуемый маркер специфичен для 
ряда организмов-мишеней. Для жи-
вотных генетическим штрихкодом 
является участок быстро развива-
ющегося митохондриального гена 
цитохромоксидазы (CO1) (Hebert et 
al., 2003). Для идентификации водо-
рослей в  качестве ДНК-штрихкода 

Быстрая и точная идентификация бактериальных 
фитопатогенов — насущная необходимость для 
современного сельскохозяйственного производства.
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ных и грамположительных бактерий 
(639 из 782 штаммов) присутствуют 
многочисленные копии генов 16S 
и 23S рДНК.

Прямое секвенирование ампли-
конов рДНК из генома, содержа-
щего различные аллели (как было 
выявлено Kang et al. (2010) в 415 из 
782 штаммов), приводит к ухудше-
нию качества полученных после-
довательностей. Этот недостаток 
на сегодняшний день устраняется 
применением двух трудоемких про-
цедур — выделением отдельных ам-
пликонов из агарозного геля (Wilton 
et al., 1997) и клонированием ампли-
конов. ДНК-маркеры, полученные 
из облигатных генов, используют 
по отдельности или совместно для 
установления филогенетических 
связей между бактериями (Ma et al., 
2007; Young et al., 2007; Prior et al., 
2005; Castillo et al., 2007; Young et al., 
2008; Parkinson et al., 2007; Parkinson 
et al., 2009). Для амплификации этих 
генов обычно необходимы родоспец-
ифичные праймеры. Облигатные 
гены проходят стабилизирующий 
отбор и  поэтому более точно от-
ражают генетические взаимосвязи 
между штаммами, чем гены, про-
ходящие позитивный отбор (Urwin 
et al., 2003). Гены, проходящие ста-
билизирующий отбор, также менее 
подвержены горизонтальному пе-
реносу, чем другие гены, например, 
связанные с патогенностью. Тем не 
менее, даже облигатные гены могут 
подвергнуться горизонтальному пе-
реносу, о чем свидетельствуют явле-
ния рекомбинации внутри гена gyrB 
у видов бактерий из рода вибрионов 
(Pascual et al., 2010).

Идеальный ДНК-маркер для клас-
сификации и идентификации бакте-
рий более вариабельный, чем участ-
ки рДНК, присутствующие во всех 
организмах-мишенях как единичная 
копия гена на геном, мало подвержен 
горизонтальному переносу и ампли-
фицируется при помощи универ-
сальных праймеров. Попытки по-
лучить универсальные праймеры из 
участков, не принадлежащих рДНК, 
оказались безуспешными (Santos et 
al., 2004), вероятно, ввиду значитель-
ного разнообразия и быстро разви-
вающейся природы бактериальных 
геномов. Мы использовали шесть 
полностью секвенированных гено-
мов четырех видов рода Xanthomonas 
(da Silva et al., 2002; Qian et al., 2005; 

предложен универсальный пластид-
ный ампликон — участок хлоро-
пластного генома, вычисленный при 
помощи ЭВМ (Presting, 2006), кото-
рый может быть амплифицирован 
в фотосинтезирующих организмах, 
будь то цианобактерии, красные, бу-
рые, золотистые и зеленые водоросли 
или высшие растения (Sherwood et al., 
2007). Этот штрихкод показал свою 
практическую применимость как для 
исследования биоразнообразия, так 
и для отбора проб из окружающей 
среды (Wang et al., 2009; Sherwood et 
al., 2008).

Ввиду оперативности ПЦР и низ-
кой стоимости секвенирования полу-
ченных ампликонов идентификация 
бактерии на основе ДНК-маркеров 
стала практичным методом, кото-
рый замещает традиционные методы 
классификации, основанные на про-
ведении трудоемких биохимических 
и биологических анализов. Наиболее 
широко используемые маркеры по-
лучены из рибосомных генов, отча-
сти потому, что эти гены могут быть 
амплифицированы в  большинстве 
видов при помощи универсальных 
праймеров (Normand et al., 1996). 
Последовательности 16S рДНК были 
определены для более одного милли-
она отдельных штаммов и экологиче-
ских проб на веб-ресурсе http://rdp.
cme. msu.edu (Cole et al., 2009).

Также более 18 000 последователь-
ностей внутреннего тринскрибиро-
ванного спейсера (ITS), который 
расположен между 16S и 23S рДНК, 
доступны в базе данных «GenBank» 
(Benson et al., 1999). Последователь-
ности этих двух маркеров использу-
ют для идентификации фитопатоге-
нов и исследования популяционного 
разнообразия (García-Martínez et al., 
1999; Gurtler et al., 1996; Kang et al., 
2010). Тем не менее, последователь-
ности 16S ДНК не всегда могут быть 
эффективны для различения видов 
внутри рода, и даже более вариабель-
ные последовательности внутренне-
го тринскрибированного спейсера 
не эффективны для различения 
многих родов ниже видового уровня 
(García-Martínez et al., 1999). Kang et 
al. (2010) доказано, что в более чем 
80% исследованных грамотрицатель-

al., 2005; Normand et al., 1996; Ma et 
al., 2007; Young et al., 2007; Prior et al., 
2005; Castillo et al., 2007; Young et al., 
2008; Parkinson et al., 2007; Parkinson 
et al., 2009).

Например, расовая принад-
лежность Xanthomonas pathovars 
и Ralstonia solanacearum была осно-
вана на методе учета растения-хо-
зяина и продуцируемых симптомов. 
Но этот метод определения принад-
лежности замещают современные 
методы, основанные на ДНК (Young 
et al., 2001). Эти методы применяли 
для проведения повторной клас-
сификации некоторых патоваров 
X. axonopodis по различным видам 
и подвидам (Jones et al., 2004; Schaad 
et al., 2006) (например, X. axonopodis 
pv. vesicatoria тип C был перекласси-
фицирован как X. perforans по ре-
зультатам проведения ДНК-ДНК-ги-
бридизации).

Также такие методы, как секвени-
рование 16S рДНК, ДНК-ДНК-ги-
бридизация и другие методы, осно-
ванные на генетических и феноти-
пических свойствах, уже применяют 
для переклассификации некоторых 
видов Pseudomonas, X. maltophilia, 
Erwinia chrysanthemi, E. carotovora 
и  E. herbicola в  виды Ralstonia, 
Stenotrophomonas maltophilia, Dickeya, 
Pectobacterium и Pantoea agglomerans 
соответственно (Samson et al., 2005; 
Hauben et al., 1998; Gavini et al., 1989; 
Garrity et al., 2005; Yabuuchi et al., 
1995). Методы идентификации ви-
дов на основе ДНК надежны и эф-
фективны, о чем свидетельствует 
большое количество проводимых на 
данный момент работ по баркодиро-
ванию ДНК (Frézal et al., 2008).

При баркодировании ДНК после-
довательности одного участка, пред-
ставляющего собой генетический 
маркер, соотносят с  эталонными 
штаммами, которые были ранее иден-
тифицированы таксономистами. Ис-
пользуемый маркер специфичен для 
ряда организмов-мишеней. Для жи-
вотных генетическим штрихкодом 
является участок быстро развива-
ющегося митохондриального гена 
цитохромоксидазы (CO1) (Hebert et 
al., 2003). Для идентификации водо-
рослей в  качестве ДНК-штрихкода 

Быстрая и точная идентификация бактериальных 
фитопатогенов — насущная необходимость для 
современного сельскохозяйственного производства.
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Lee et al., 2005; Thieme et al., 2005) для 
выявления при помощи ЭВМ марке-
ра, который будет применяться для 
классификации близкородственных 
штаммов бактерий.

Маркер фактора инициации ре-
пликации (ФИР) участка однокопий-
ного гена dnaA оказался наилучшим 
маркером для различения близкород-
ственных штаммов рода Xanthomonas. 
Мы секвенировали ФИР для 706 
штаммов шести фитопатогенных 
родов из различных коллекций. Эти 
структуры ФИР доступны в базе дан-
ных: http://genomics.hawaii.edu/RIFdb.

Полученные результаты указы-
вают на то, что ФИР — подходящий 
маркер для классификации штаммов, 
принадлежащих шести родам, ис-
пользованным в данном исследова-
нии; он дополняет другие ДНК-мар-
керы, применяемые в мультилокус-
ных анализах последовательностей 
(MLSA) рода Xanthomonas, и может 
применяться для классификации 
других бактерий, большинство из 
которых содержат единичные копии 
гена dnaA.
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jority of sequenced bacterial genomes, 
and amplification of RIF requires ge-
nus-specific primers. In silico analysis 
revealed that RIF has equal or greater 
ability to differentiate closely related 

many important phytopathogens. This 
DNA marker comprises a portion of 
the dnaA replication initiation factor 
(RIF). Unlike the rRNA genes, dnaA 
is a single copy gene in the vast ma-

A DNA marker that distinguishes 
plant associated bacteria at the spe-
cies level and below was derived by 
comparing six sequenced genomes of 
Xanthomonas, a genus that contains 
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jority of sequenced bacterial genomes, 
and amplification of RIF requires ge-
nus-specific primers. In silico analysis 
revealed that RIF has equal or greater 
ability to differentiate closely related 

many important phytopathogens. This 
DNA marker comprises a portion of 
the dnaA replication initiation factor 
(RIF). Unlike the rRNA genes, dnaA 
is a single copy gene in the vast ma-

A DNA marker that distinguishes 
plant associated bacteria at the spe-
cies level and below was derived by 
comparing six sequenced genomes of 
Xanthomonas, a genus that contains 
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