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ABSTRACT
In order to develop PCR tests that allow identifying the 
phytopathogen Xanthomonas translucens, which is signi-
ficant for the export of Russian grain products, a search 
was made for a suitable PCR target. As a result of bio-
informatic analysis of annotated proteins correspond-
ing to the coding sequences of 10 genomic assemblies 
of the target bacterium – Xanthomonas translucens – and 
161 genomic assemblies of 25 other species of bacte-
ria of the genus Xanthomonas, downloaded from NCBI 
GenBank in March 2020, 6 genome regions specific for 
Xanthomonas translucens and suitable for use as a PCR 
target. The nucleotide sequences of these genes were 
used to design primers.

For the discovered sequences, 12 pairs of prim-
ers were developed – 1F8/1R8, 1F10/1R10, 2F6/2R6, 
3F3/3R3, 3F5/3R5, 3F9/3R9, 4F1/4R1, 4F3/4R3, 
5F3/5R3, 5F6/5R6, 6F6/6R6 and 6F10/6R10, the spe-
cies-specificity of which was tested in the course of the 
study with 35 strains of bacteria of the genus Xanthomo-
nas, including Xanthomonas translucens. Analysis of the 
results of the PCR performed and the alignment of the 
obtained nucleotide sequences of the PCR products 
using the BLAST algorithm based on the NCBI showed 
that the primer pairs 1F8/1R8, 1F10/1R10, 4F1/4R1, 
5F6/5R6, and 6F10/6R10 are suitable for their use in 
the diagnosis of the pathogen causing bacterial leaf 
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АННОТАЦИЯ
С целью разработки ПЦР-тестов, позволяющих иден-
тифицировать значимый для экспорта российской 
зерновой продукции фитопатоген Xanthomonas 
translucens, был произведен поиск подходящей 
ПЦР-мишени. В результате биоинформатического 
анализа аннотированных белков, соответствующих 
кодирующим последовательностям 10 геномных 
сборок целевой бактерии – Xanthomonas translucens – 
и 161 геномной сборки 25 других видов бактерий 
рода Xanthomonas, загруженным из NCBI GenBank 
в марте 2020 г., обнаружили 6 участков генома, спе-
цифичных для Xanthomonas translucens и подходящих 
для использования в качестве ПЦР-мишени. Нуклео-
тидные последовательности этих генов использова-
ли для разработки праймеров.

Для найденных последовательностей разра-
ботано 12 пар праймеров  – 1F8/1R8, 1F10/1R10, 
2F6/2R6, 3F3/3R3, 3F5/3R5, 3F9/3R9, 4F1/4R1, 
4F3/4R3, 5F3/5R3, 5F6/5R6, 6F6/6R6 и  6F10/6R10, 
видоспецифичность которых в  ходе исследова-
ния апробирована с  35 штаммами бактерий рода 
Xanthomonas, включая Xanthomonas translucens. Ана-
лиз результатов проведенной ПЦР и выравнивания 
полученных нуклеотидных последовательностей 
продуктов ПЦР с  помощью алгоритма BLAST на 
базе NCBI показал, что пары праймеров 1F8/1R8, 
1F10/1R10, 4F1/4R1, 5F6/5R6 и 6F10/6R10 являют-
ся пригодными для их применения в диагностике 
возбудителя черного бактериоза зерновых культур 
Xanthomonas translucens. Новые ПЦР-тесты могут стать 
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INTRODUCTION

G rain and grain products are one of the main 
sources of nutrition for the population in 
Russia (https://rosstat.gov.ru, 2021) and in 
the world (Kameneva, 2018). Over the past 
10 years, Russia has been one of the three 

largest world exporters of cereal products, in parti-
cular wheat and barley (https://www.exportcenter.ru/, 
2021). At the same time, grain export is the main item 
of the food business in Russia (Slovareva, 2020). Im-
porters of Russian grain impose a number of require-
ments on the quality of imported products, includ-
ing their phytosanitary condition. Quarantine lists of 
some countries importing Russian grain products 
contain bacteriosis pathogens, in particular Xanthomo-
nas translucens. According to academic papers, bacte-
ria of the species X. translucens are widespread in the 
territory of the Russian Federation (Slovareva, 2020; 
https://gd.eppo.int, 2021). The species X. translucens in 
relation to host plants is divided into pathovars, while 
all pathovars are a serious threat to the production of 
grain crops (Sapkota et al., 2020). 

The requirements of the importing countries in-
clude 4 pathovars (Table 1) (http://portal.fsvps.ru/sites/
fsvps/documents/1485966841778_phyto_vred_nige-
ria.pdf, 2021; http://portal.fsvps.ru/sites/fsvps/docu-
ments/1485966741302_phyto_requerements_egypt.
pdf, 2021; https://gd.eppo.int, 2021). 

X. translucens pv. translucens, bacterial leaf streak of 
barley, apart from barley, infects wheat and rye, as well 
as meadow grasses.

X. translucens pv. graminis, bacterial wilt of grasses, 
infects cereals, including wheat, rye and barley.

X. translucens pv. cerealis, bacterial streak of gras-
ses, infects wheat, rye, barley and oats.

X. translucens pv. undulosa, bacterial leaf streak of 
wheat, infects wheat and barley (Sharma et al., 2019; 
Ledman, 2020).

Over the period of 2018–2020, the export volume 
of Russian grain under the TN VED 1001 code (wheat 
and meslin) to Egypt amounted to 8 million tons per 
year, on average, to Jordan 112 thousand tons, to Tur-
key – 6 million tons, Morocco – 500 thousand tons, to 
Nigeria – 1.5 million tons. 994 thousand tons of grain 
were delivered to Mexico under the TN VED 1001 code 
in 2018 and 99 tons in 2019 (https://rosstat.gov.ru). 

ВВЕДЕНИЕ

З
ерно и  изготавливаемые из него 
продукты являются одними из ос-
новных источников питания насе-
ления в  России (https://rosstat.gov.ru, 
2021) и в мире (Каменева, 2018). В те-
чение последних 10 лет Россия вхо-
дит в  тройку крупнейших мировых 
экспортеров продукции зерновых 

культур, в  частности пшеницы и  ячменя (https://
www.exportcenter.ru/, 2021). Вместе с  тем экспорт 
зерна является основной статьей продовольствен-
ного бизнеса в  России (Slovareva, 2020). Импор-
теры российского зерна предъявляют к  качеству 
ввозимой продукции ряд требований, в том числе 
к  ее фитосанитарному состоянию. Карантинные 
перечни ряда стран – импортеров российской про-
дукции зерновых культур содержат возбудителей 
бактериозов, в  частности Xanthomonas translucens. 
Согласно литературным источникам, бактерии 
вида X.  translucens распространены на территории 
Российской Федерации (Slovareva, 2020; https://
gd.eppo.int, 2021). Вид X.  translucens по отношению 
к  растениям-хозяевам разделен на патовары, все 
патовары при этом являются серьезной угрозой 
для производства зерновых культур (Sapkota et al., 
2020). 

В требования стран-импортеров вошли 4 па-
товара (табл. 1) (http://portal.fsvps.ru/sites/fsvps/
documents/1485966841778_phyto_vred_nigeria.
pdf, 2021; http://portal.fsvps.ru/sites/fsvps/docu-
ments/1485966741302_phyto_requerements_egypt.
pdf, 2021; https://gd.eppo.int, 2021). 

X. translucens pv. translucens, возбудитель черного 
бактериоза ячменя, поражает, кроме ячменя, пше-
ницу и рожь, а также луговые злаковые травы.

X. translucens pv. graminis, возбудитель бактери-
ального увядания зерновых культур, поражает зла-
ки, включая пшеницу, рожь и ячмень.

X. translucens pv. cerealis, возбудитель черного 
бактериоза ржи, поражает пшеницу, рожь, ячмень 
и овес.

X. translucens pv. undulosa, возбудитель черного 
бактериоза пшеницы, поражает пшеницу и ячмень 
(Sharma et al., 2019; Ledman, 2020).

Объем экспорта российского зерна по коду 
ТН ВЭД 1001 (пшеница и меслин) в Египет составил 
за период 2018–2020 гг. в среднем 8 млн тонн в год, 
в Иорданию – 112 тыс. тонн, в Турцию – 6 млн тонн, 
в  Марокко  – 500 тыс. тонн, в  Нигерию  – 1,5 млн 
тонн. В Мексику поставлено 994 тыс. тонн зерна по 
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частью решения проблемы установления фитосани-
тарного состояния партий российской продукции 
зерна, а  также позволят проводить обследование 
территорий Российской Федерации и досмотр пар-
тий подкарантинной продукции.

Ключевые слова. Экспорт зерна, карантин рас-
тений, фитосанитарные требования, ПЦР, диагно-
стика бактериозов зерновых культур, биоинфор-
матический геномный анализ, скрипт на Python, 
секвенирование.

streak of wheat, Xanthomonas translucens. New PCR tests 
can become part of the solution to the problem of es-
tablishing the phytosanitary state of consignments of 
Russian grain products, and will also make it possible 
to inspect the territories of the Russian Federation and 
inspect consignments of regulated products.

Keywords. Grain export, plant quarantine, phy-
tosanitary requirements, PCR, diagnostics of bacterial 
leaf streak of wheat, bioinformatic genomic analysis, 
Python script, sequencing.
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The  data show that the Russian Federation exports 
grain to countries for which the absence of X. translu-
cens in production is mandatory. 

At the same time, there are no identification me-
thods for X. translucens, and identification methods are 
reduced either to classical microbiological analysis, 
which does not make it possible to reliably carry out 
identification even to a species, or to genomic analy-
sis, which requires specialized equipment and skills.

Due to the need to ensure the compliance of the 
phytosanitary state of Russian grain products with the 
requirements of importing countries, a study was car-
ried out to develop PCR methods for the identification 
of X. translucens.

MATERIALS AND METHODS
One of the main and most difficult tasks in the deve-
lopment of diagnostic methods based on polymerase 
chain reaction (PCR) was the search for a nucleotide 
sequence corresponding to a region of the Xanthomo-
nas translucens genome and suitable for its use as a PCR 
target.

To search for targets, we used annotated proteins 
corresponding to the coding sequences of 10 genomic 

коду ТН ВЭД 1001 в 2018 г. и 99 тонн в 2019 г. (https://
rosstat.gov.ru). Данные показывают, что Российская 
Федерация экспортирует зерно в страны, для кото-
рых отсутствие X. translucens в продукции является 
обязательным. 

В то же время методики идентификации 
X. translucens отсутствуют, а методы идентифика-
ции сводятся либо к классическому микробиоло-
гическому анализу, не дающему возможность до-
стоверно провести идентификацию даже до вида, 
либо к геномному анализу, требующему специали-
зированного оборудования и навыков. 

В связи с потребностью в обеспечении соответ-
ствия фитосанитарного состояния российской про-
дукции зерновых культур требованиям стран-им-
портеров проведено исследование, целью которого 
являлась разработка методов ПЦР для идентифика-
ции X. translucens.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Одной из основных и  наиболее сложных задач 
при разработке диагностических методов на ос-
нове полимеразной цепной реакции (ПЦР) яв-
лялся поиск нуклеотидной последовательности, 
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Таблица 1
Фитосанитарный статус патоваров 
Xanthomonas translucens для стран – 
импортеров российской продукции 
зерновых культур
Название 
бактерии

Страна-
импортер

Фитосанитарный 
статус

Xanthomonas 
translucens pv. 
translucens

Египет Отсутствующий 
карантинный 
организмЧили

Иордания Ограниченно 
распространенный 
карантинный 
организм

Турция

Марокко Карантинный 
организм

Тунис

Нигерия Запрещен к ввозу 
на территорию 
Нигерии

Xanthomonas 
translucens pv. 
graminis

Южная 
Африка

Отсутствующий 
карантинный 
организм

Бразилия

Израиль Карантинный 
организм

Египет Включен 
в фитосанитарные 
требования Египта

Xanthomonas 
translucens pv. 
cerealis

Мексика Карантинный 
организм

Xanthomonas 
translucens pv. 
undulosa

Нигерия Карантинный 
организм

Table 1
Phytosanitary status of pathovars 
Xanthomonas translucens for countries 
importing Russian grain products
Name 
of bacteria

Importing 
country

Phytosanitary 
status

Xanthomonas 
translucens pv. 
translucens

Egypt Absent quarantine 
organism

Chile

Jordan Limitedly present 
quarantine organism

Turkey

Morocco Quarantine organism

Tunisia

Nigeria Prohibited from 
import into Nigeria

Xanthomonas 
translucens pv. 
graminis

South Africa Absent quarantine 
organism

Brazil

Israel Quarantine organism

Egypt Included in the 
phytosanitary 
requirements 
of Egypt

Xanthomonas 
translucens pv. 
cerealis

Mexico Quarantine  
organism

Xanthomonas 
translucens pv. 
undulosa

Nigeria Quarantine  
organism
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assemblies of the target bacte-
rium  – Xanthomonas translucens 
(Table 2) – and 161 genomic as-
semblies of 25 other (non-target) 
species of bacteria of the genus 
Xanthomonas, not belonging to 
the species Xanthomonas translu-
cens (Table 3) loaded from NCBI 
GenBank in March 2020.

The most available set of 
Xanthomonas translucens geno mic 
assemblies presented in Table 2 
was used to search for genome re-
gions identical in all assemblies of 
the target bacterium. A set of ge-
nomic assemblies of non-target 
bacteria of the genus Xanthomo-
nas was used to assess the le-
vel of identity of selected target 
genes for Xanthomonas translucens 
among closely related bacteria.

Sets of protein sequences 
for each of the assemblies were 
labeled according to the species 
and strain and then clustered 
using the CD-HIT program (ver-
sion 4.1), which groups the se-
quences according to a given 
identity threshold using short 
subsequences (k-mer). The pre-
determined identity threshold 
was 70%. The specified thresh-
old for the permissible length of 
a sequence grouped into a clus-
ter was at least 80% of the longest 
sequence in a cluster. The used 
length of k-mer, based on the co-

incidence of which the degree of similarity of the two 
sequences in the alignment process is measured, was 
5 amino acid residues.

Using a Python script, from the obtained sets of pro-
tein clusters, we identified those clusters that contained 
only protein sequences of Xanthomonas translucens and 
did not contain protein sequences of other analyzed 
bacterial species. Clusters of Xanthomonas translucens 
protein sequences not found in other analyzed species 
were compared with a database of known protein se-
quences (nr) using the BLASTP program to assess their 
specificity for Xanthomonas translucens. Proteins with high 
(>70% identity) similarity with proteins of other bacterial 
species not previously included in the analysis, as well as 
sequences less than 100 amino acid residues in length, 
were excluded from the analysis. Protein sequences that 
showed strong variability within the Xanthomonas trans-
lucens species were also excluded, as not suitable for the 
development of universal species markers.

Nucleotide sequences of the genes encoding pro-
teins from clusters specific for Xanthomonas translucens 
were used to design primers.

The primers were selected using the  Primer- BLAST 
program (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer- 
blast, 2021). Among the parameters for the selection of 

соответствующей участку генома Xanthomonas 
translucens и подходящей для ее использования в ка-
честве ПЦР-мишени. 

Для поиска мишеней использовали аннотиро-
ванные белки, соответствующие кодирующим по-
следовательностям 10 геномных сборок целевой 
бактерии – Xanthomonas translucens (табл. 2) – и 161 
геномной сборки 25 других (нецелевых) видов бак-
терий рода Xanthomonas, не принадлежащих виду 
Xanthomonas translucens (табл. 3), загруженным из 
NCBI GenBank в марте 2020 г.

Максимально доступную выборку геномных 
сборок Xanthomonas translucens, представленных 
в таблице 2, использовали для поиска участков ге-
нома, идентичного у всех сборок целевой бактерии. 
Выборку геномных сборок нецелевых бактерий 
рода Xanthomonas использовали для оценки уров-
ня идентичности выбранных генов-мишеней для 
Xanthomonas translucens среди близкородственных 
бактерий.

Наборы белковых последовательностей для 
каж дой из сборок помечали в соответствии с ви-
дом и штаммом и затем кластеризовали с по мощью 
программы CD-HIT (version 4.1), производящей 
группировку последовательностей по заданному 
порогу идентичности с использованием коротких 
подпоследовательностей (k-mer). Заданный по-
рог идентичности составил 70%. Заданный порог 
допустимой длины последовательности, группи-
рующейся в  кластер, составил не менее 80% от 
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Table 2
Genomic assemblies of Xanthomonas translucens strains 
from NCBI RefSeq used for target search

№
Genomic  
assemblies used Strain №

Genomic  
assemblies used Strain

1 GCF_000313775.1 ART-Xtg29 6 GCF_001269865.1 CFBP 2053

2 GCF_000331775.1 DSM 18974 7 GCF_001282765.1 LMG728

3 GCF_000334075.1 DAR61454 8 GCF_001282805.1 LMG727

4 GCF_000807145.1 CFBP 2541 9 GCF_001282885.1 LMG730

5 GCF_001021935.1 Xtu 4699 10 GCF_001455815.1 XT123

The description of the strains indicated in Table 2  
is available here: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/. 

Таблица 2
Геномные сборки штаммов Xanthomonas translucens 
из NCBI RefSeq, использованные для поиска мишеней
№  
п/п

Использованные 
геномные сборки Штамм

№  
п/п

Использованные 
геномные сборки Штамм

1 GCF_000313775.1 ART-Xtg29 6 GCF_001269865.1 CFBP 2053

2 GCF_000331775.1 DSM 18974 7 GCF_001282765.1 LMG728

3 GCF_000334075.1 DAR61454 8 GCF_001282805.1 LMG727

4 GCF_000807145.1 CFBP 2541 9 GCF_001282885.1 LMG730

5 GCF_001021935.1 Xtu 4699 10 GCF_001455815.1 XT123

Описание штаммов, указанных в таблице 2,  
доступно по ссылке: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/.
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the primers, the limitation of the length of the amplifi-
cation product to 1000 bp should be noted, which is as-
sociated with the technique and equipment used in this 
study for the subsequent ana lysis of the obtained PCR 
product. Primers were synthesized at “Evrogen” (Russia).

наиболее длинной последова-
тельности кластера. Исполь-
зуемая длина k-mer, на осно-
вании совпадения которых 
измеряется степень сходства 
двух последовательностей 
в процессе выравнивания, со-
ставляла 5  аминокислотных 
остатков.

С использованием скрип-
та на языке Python из полу-
ченных наборов белковых 
кластеров идентифициро-
вали те кластеры, которые 
содержали только белковые 
последовательности Xanthomo-
nas translucens и не содержали 
белковые последовательности 
других анализируемых видов 
бактерий. Кластеры белко-
вых последовательностей 
Xanthomo nas translucens, не об-
наруженных у других анали-
зируемых видов, сравнивали 
с  базой известных белковых 
последовательностей (nr) с по-
мощью программы BLASTP 
для оценки их специфично-
сти для Xanthomonas translucens. 
Из анализа исключали бел-
ки, имеющие высокое  (>70% 
и де н т и ч н о с т и )  с ходс т в о 
с  белками других бактери-
альных видов, ранее не вклю-
ченных в  анализ, а  также 
последовательности длиной 
менее 100  аминокислотных 
остатков. Также исключали 
белковые последовательно-
сти, показавшие сильную ва-
риабельность в  рамках вида 
Xanthomonas translucens, как не 
подходящие для разработки 
универсальных видовых мар-
керов.

Нуклеотидные последова-
тельности генов, кодирующих 
белки из кластеров, специфич-
ных для Xanthomonas translucens, 
использовали для разработки 
праймеров.

Праймеры подбирали 
с  использованием програм-
мы Primer-BLAST (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast, 2021). Среди параме-
тров для подбора праймеров 
следует отметить ограничение длины продукта 
амплификации 1000 п. о., что связано с методикой 
и оборудованием, используемыми в рамках данно-
го исследования для последующего анализа полу-
ченного ПЦР-продукта. Праймеры синтезировали 
в ЗАО «Евроген» (Россия).

Апробацию праймеров проводили с  ДНК 
бактериальных штаммов, принадлежащих роду 
Xanthomonas, в  том числе Xanthomonas translu-
cens (табл. 4). 
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Таблица 3
Виды бактерий рода Xanthomonas и количество 
их геномных сборок из NCBI RefSeq, использованных 
для поиска мишеней

№ 
п/п Вид

Коли-
чество 
сборок

№ 
п/п Вид

Коли-
чество 
сборок

1 Xanthomonas albilineans 10 14 Xanthomonas hyacinthi 2

2 Xanthomonas axonopodis 10 15 Xanthomonas maltophilia 10

3 Xanthomonas arboricola 10 16 Xanthomonas melonis 3

4 Xanthomonas bromi 2 17 Xanthomonas oryzae 10

5 Xanthomonas campestris 10 18 Xanthomonas phaseoli 10

6 Xanthomonas cassavae 1 19 Xanthomonas pisi 2

7 Xanthomonas citri 10 20 Xanthomonas populi 3

8 Xanthomonas codiaei 1 21 Xanthomonas prunicola 3

9 Xanthomonas cucurbitae 2 22 Xanthomonas sacchari 7

10 Xanthomonas dyei 3 23 Xanthomonas theicola 2

11 Xanthomonas euvesicatoria 10 24 Xanthomonas vasicola 10

12 Xanthomonas fragariae 10 25 Xanthomonas vesicatoria 10

13 Xanthomonas hortorum 10

Table 3
Bacteria species of the genus Xanthomonas and the number 
of their genomic assemblies from NCBI RefSeq used  
to search for targets

№ Species

Number 
of assem-
blies № Species

Number 
of assem-
blies

1 Xanthomonas albilineans 10 14 Xanthomonas hyacinthi 2

2 Xanthomonas axonopodis 10 15 Xanthomonas maltophilia 10

3 Xanthomonas arboricola 10 16 Xanthomonas melonis 3

4 Xanthomonas bromi 2 17 Xanthomonas oryzae 10

5 Xanthomonas campestris 10 18 Xanthomonas phaseoli 10

6 Xanthomonas cassavae 1 19 Xanthomonas pisi 2

7 Xanthomonas citri 10 20 Xanthomonas populi 3

8 Xanthomonas codiaei 1 21 Xanthomonas prunicola 3

9 Xanthomonas cucurbitae 2 22 Xanthomonas sacchari 7

10 Xanthomonas dyei 3 23 Xanthomonas theicola 2

11 Xanthomonas euvesicatoria 10 24 Xanthomonas vasicola 10

12 Xanthomonas fragariae 10 25 Xanthomonas vesicatoria 10

13 Xanthomonas hortorum 10
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Таблица 4
Виды бактерий рода Xanthomonas, использованные  
для проверки специфичности методов ПЦР
№  
п/п Название бактерии

№ штамма в коллекции 
ФГБУ «ВНИИКР»

Происхождение, № штамма  
в других коллекциях (при наличии)

1 Xanthomonas campestris pv. raphani 0148 NCPPB 1946

2 Xanthomonas arboricola pv. pruni 0149 AOBC PPSCD

3 Xanthomonas campestris pv. campestris 0226 Brassica oleracea

4 Xanthomonas oryzae 0227 NCPPB 3002

5 Xanthomonas campestris pv. campestris 0228 Brassica oleracea

6 Xanthomonas campestris pv. campestris 0230 Brassica oleracea

7 Xanthomonas campestris pv. campestris 0232 Brassica oleracea

8 Xanthomonas campestris pv. campestris 0234 Brassica oleracea

9 Xanthomonas translucens 0337 DSMZ 18974

10 Xanthomonas euvesicatoria 0338 DSMZ 19128

11 Xanthomonas perforans 0343 DSMZ 18975

12 Xanthomonas gardneri 0344 DSMZ 19127

13 Xanthomonas fragariae 0345 NIB Z125

14 Xanthomonas fragariae 0346 NIB Z126

15 Xanthomonas fragariae 0347 NIB Z127

16 Xanthomonas sp. 0348 NIB Z128

17 Xanthomonas sp. 0373 Allium cepa

18 Xanthomonas vesicatoria 0374 DSMZ 22252

19 Xanthomonas sp. 0375 Vicia

20 Xanthomonas oryzae pv. oryzicola 0376 CFBP 2286

21 Xanthomonas axonopodis pv. allii 0377 CFBP 6107

22 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 0386 CFBP 2534

23 Xanthomonas sp. 0394 Trifolium

24 Xanthomonas sp. 0399 Phaseolus vulgaris

25 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 0400 Phaseolus vulgaris

26 Xanthomonas gardneri 0404 Solanum lycopersicum

27 Xanthomonas vesicatoria 0405 Solanum lycopersicum

28 Xanthomonas campestris 0406 Brassica oleracea

29 Xanthomonas axonopodis pv. allii 0419 CFBP 6369

30 Xanthomonas axonopodis pv. axonopodis 0420 CFBP 5141

31 Xanthomonas phaseoli 0426 Trifolium

32 Xanthomonas phaseoli 0427 Phaseolus vulgaris

33 Xanthomonas hyacinthi 0446 CFBP 1156

34 Xanthomonas arboricola 0473 DSMZ 50854

35 Xanthomonas citri pv. glycines 0483 CFBP 2526

DSMZ – Немецкая коллекция микроорганизмов и клеточных культур, Ассоциация Лейбница, Германия; 
AOBC PPSCD – коллекция фитопатогенов лаборатории бактериологии Сельскохозяйственной станции 
по защите растений и охране почв области Баранья, г. Печ, Венгрия; NCPPB – Национальная коллекция 
фитопатогенных бактерий, г. Йорк, Великобритания; CFBP – Международный центр микробных ресурсов 
(CIRM-CFBP); NIB – Национальный институт биологии, г. Любляна, Словения.
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Table 4
Bacteria species of the genus Xanthomonas used to test the specificity  
of PCR methods

№ Name of bacteria
Strain № in the collection  
of FGBU “VNIIKR”

Origin, strain № in other collections
(if present)

1 Xanthomonas campestris pv. raphani 0148 NCPPB 1946

2 Xanthomonas arboricola pv. pruni 0149 AOBC PPSCD

3 Xanthomonas campestris pv. campestris 0226 Brassica oleracea

4 Xanthomonas oryzae 0227 NCPPB 3002

5 Xanthomonas campestris pv. campestris 0228 Brassica oleracea

6 Xanthomonas campestris pv. campestris 0230 Brassica oleracea

7 Xanthomonas campestris pv. campestris 0232 Brassica oleracea

8 Xanthomonas campestris pv. campestris 0234 Brassica oleracea

9 Xanthomonas translucens 0337 DSMZ 18974

10 Xanthomonas euvesicatoria 0338 DSMZ 19128

11 Xanthomonas perforans 0343 DSMZ 18975

12 Xanthomonas gardneri 0344 DSMZ 19127

13 Xanthomonas fragariae 0345 NIB Z125

14 Xanthomonas fragariae 0346 NIB Z126

15 Xanthomonas fragariae 0347 NIB Z127

16 Xanthomonas sp. 0348 NIB Z128

17 Xanthomonas sp. 0373 Allium cepa

18 Xanthomonas vesicatoria 0374 DSMZ 22252

19 Xanthomonas sp. 0375 Vicia

20 Xanthomonas oryzae pv. oryzicola 0376 CFBP 2286

21 Xanthomonas axonopodis pv. allii 0377 CFBP 6107

22 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 0386 CFBP 2534

23 Xanthomonas sp. 0394 Trifolium

24 Xanthomonas sp. 0399 Phaseolus vulgaris

25 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 0400 Phaseolus vulgaris

26 Xanthomonas gardneri 0404 Solanum lycopersicum

27 Xanthomonas vesicatoria 0405 Solanum lycopersicum

28 Xanthomonas campestris 0406 Brassica oleracea

29 Xanthomonas axonopodis pv. allii 0419 CFBP 6369

30 Xanthomonas axonopodis pv. axonopodis 0420 CFBP 5141

31 Xanthomonas phaseoli 0426 Trifolium

32 Xanthomonas phaseoli 0427 Phaseolus vulgaris

33 Xanthomonas hyacinthi 0446 CFBP 1156

34 Xanthomonas arboricola 0473 DSMZ 50854

35 Xanthomonas citri pv. glycines 0483 CFBP 2526

DSMZ – German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, Leibniz Association, Germany; AOBC PPSCD – 
collection of phytopathogens of the bacteriology laboratory of the Agricultural Station for Plant Protection and Soil 
Protection, Baranja Region, Pecs, Hungary; NCPPB – National Collection of Phytopathogenic Bacteria, York, UK; 
CFBP – International Center for Microbial Resources (CIRM-CFBP);  
NIB – National Institute of Biology, Ljubljana, Slovenia.
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The primers were tested with DNA of bacterial 
strains belonging to the genus Xanthomonas, including 
Xanthomonas translucens (Table 4). 

To test the primers, amplification was carried out 
with the following temperature regime: initial denatu-
ration – 5 min. at 95 °C; then 40 cycles: 95 °C – 30 sec., 
60 °C – 30 sec. and 72 °C – 60 s.; final elongation – 
7 min. at 72 °C. The composition of the reaction mix-
ture: 75–100 ng of bacterial DNA, forward and reverse 
primers at a final concentration of 0.4 micromolar, 5 μl 
of H2O, 5 μl of the ScreenMix-HS master mix (manu-
factured by “Evrogen”, Russia). Amplification was per-
formed in duplicate. The PCR results were visualized 
on a 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide. 
For PCR products with a length of 200 bp. and more, 
the nucleotide sequence was determined using the Ap-
pled Biosystems 3500 genetic analyzer. The analysis of 
nucleotide sequences was performed using the BioEdit 
program (Hall T., 1999).

RESULTS AND DISCUSSION
As a result of clustering 667 416 protein sequences cor-
responding to genes from 171 genomic assemblies of 
26 bacterial species, 42 570 clusters containing from 1 
to 343 amino acid sequences were obtained. Of these, 
55 clusters included proteins from all 10 analyzed as-
semblies of Xanthomonas translucens and did not include 
proteins from other species. After filtering the sequences 
according to the established criteria of specificity, length 
and variability (see the Materials and Methods section), 
the sequences of 6 genes were selected (Table 5). 

These sequences were used to design primers. For 
each of the 6 sequences, from 1 to 3 pairs of primers were 
selected. A total of 12 pairs of primers were  selected.

The results of PCR carried out with each of the 
primer pairs for 35 bacteria of the genus Xanthomonas, 
were entered in table 6. The result of PCR was conside-
red positive in the presence of an amplification pro-
duct, the size of which corresponded to that expected 
for strain 0337 Xanthomonas translucens (positive con-
trol); in this case, the table indicated the size of the am-
plification product. In the presence of any amplification 
product, the size of which differed from the control, the 
approximate length of the obtained fragment was en-
tered in the table.

The PCR result was considered negative (–) in the 
absence of any amplification product, including non-
specific reaction products and dimers.

The PCR result was considered unreliable (n/a) in 
the presence of nonspecific reaction products. In the 
presence of a PCR product of only one length, informa-
tion about the size of the product was entered in  Table 6.

In the course of work with all 12 pairs of pri mers, 
products of the expected length were formed using the 
DNA of strain 0337 Xanthomonas translucens as a tem-
plate. For all 12 PCR products, nucleotide sequen ces 
were determined that were identical to the sequen-
ces of Xanthomonas translucens, annotated in the NCBI 
database, by 94.29–99.81%, with a coverage width of 
 95–99%.  Primers 3F3/3R3, 3F5/3R5, 3F9/3R9, 4F3/4R3, 
5F3/5R3, and 6F6/6R6 showed low specificity. For 
the species identification of Xanthomonas translucens, 

Для апробации праймеров проводили ампли-
фикацию со следующим температурным режи-
мом: начальная денатурация – 5 мин. при 95 °C; 
затем 40 циклов: 95 °C – 30 с., 60 °C – 30 с. и 72 °C – 
60  с.; финальная элонгация  – 7 мин. при 72 °C. 
Состав реакционной смеси: 75–100 нг бактери-
альной ДНК, прямой и обратный праймеры в ко-
нечной концентрации 0,4 микромоля, 5 мкл H2O, 
5 мкл мастер-микса ScreenMix-HS (производитель 
ЗАО  «Евроген», Россия). Амплификацию прово-
дили в  2-кратной повторности. Результаты ПЦР 
визуализировали в 1,5%-м агарозном геле, окра-
шенном бромистым этидием. Для ПЦР-продуктов 
длиной 200 п. о. и более определяли нуклеотидную 
последовательность на генетическом анализаторе 
Appled Biosystems 3500. Анализ нуклеотидных по-
следовательностей проводили с помощью програм-
мы BioEdit (Hall T., 1999).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате кластеризации 667 416 белковых 
последовательностей, соответствующих генам 
из 171  геномной сборки 26 видов бактерий, по-
лучили 42  570 кластеров, содержащих от 1 до 
343 аминокислотных последовательностей. Из них 
55 клас теров включали в себя белки всех 10 про-
анализированных сборок Xanthomonas translucens 
и не включали в себя белки других видов. После 
фильтра ции последовательностей по установлен-
ным критериям специфичности, длины и вариа-
бельности (см. раздел «Материалы и методы») ото-
брали последовательности 6 генов (табл. 5). 

Указанные последовательности использовали 
для разработки праймеров. Для каждой из 6 после-
довательностей подобрали от 1 до 3 пар праймеров. 
Всего подобрали 12 пар праймеров.

Результаты ПЦР, проведенной с каждой из пар 
праймеров для 35 бактерий рода Xanthomonas, за-
носили в таблицу 6. Результат ПЦР считали поло-
жительным при наличии продукта амплификации, 
размер которого соответствовал ожидаемому для 
штамма 0337 Xanthomonas translucens (положитель-
ный контроль); в этом случае в таблице указывали 
размер продукта амплификации. При наличии 
какого-либо продукта амплификации, размер ко-
торого отличался от контроля, в таблицу заносили 
приблизительную длину полученного фрагмента.

Результат ПЦР считали отрицательным (–) при 
отсутствии какого-либо продукта амплификации, 
включая неспецифичные продукты реакции и ди-
меры.

Результат ПЦР считали недостоверным (n/a) 
при наличии неспецифичных продуктов реакции. 
При наличии ПЦР-продукта только одной длины 
в таблицу 6 заносили сведения о размере продукта.

В ходе работы со всеми 12 парами праймеров об-
разовывались продукты ожидаемой длины при ис-
пользовании в качестве матрицы ДНК штамма 0337 
Xanthomonas translucens. Для всех 12 ПЦР-продуктов 
были определены нуклеотидные последователь-
ности, которые были идентичны последовательнос-
тям Xanthomonas translucens, аннотированным в базе 
данных NCBI, на 94,29–99,81%, при ширине покры-
тия 95–99%. Праймеры 3F3/3R3, 3F5/3R5, 3F9/3R9, 
4F3/4R3, 5F3/5R3 и 6F6/6R6 показали низкую специ-
фичность. Для видовой идентификации Xanthomonas 
translucens показана возможность применения 
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the possibility of using primers 1F8/1R8, 1F10/1R10, 
4F1/4R1, 5F6/5R6 and 6F10/6R10 has been shown (see 
figure). With these primers, 1 PCR product of the expec-
ted size is synthesized with Xanthomonas translucens DNA. 
But the pre sence of PCR products formed during the am-
plification of DNA from other species of organisms, al-
though they differ in size from Xanthomonas translucens, 
requires optimization of the PCR conditions.

праймеров 1F8/1R8, 1F10/1R10, 4F1/4R1, 5F6/5R6 
и  6F10/6R10 (см. рисунок). С  данными прайме-
рами с ДНК Xanthomonas translucens синтезируется 
1 ПЦР-продукт ожидаемого размера. Но наличие 
ПЦР-продуктов, образующихся в ходе амплифика-
ции ДНК других видов организмов, хоть и отличаю-
щихся по размеру от Xanthomonas translucens, требует 
оптимизации условий ПЦР.
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Таблица 5
Нуклеотидные последовательности генов, использованные для подбора праймеров

№ 
п/п

Последовательность 
NCBI Nucleotide

Координаты 
гена

Кодируемый 
белок

Аннотация  
кодируемого белка

Назва-
ния пар 
 праймеров

Длина ПЦР- 
продукта, 
п. о.

1 NZ_FLTU01000142.1 6002-8863 WP_039956369.1 DUF5110 domain-
containing protein

1F8/1R8 711

1F10/1R10 379

2 FLTU01000085.1 5245-7368 WP_009581062.1 TonB-dependent 
siderophore receptor

2F6/2R6 759

3 NZ_FLTU01000009.1 c3500-2202 WP_039955267.1 nucleoside hydrolase 3F3/3R3 246

3F5/3R5 209

3F9/3R9 869

4 NZ_LHSI01000001.1 2522179-
2523426

WP_009581060.1 ATP-grasp domain-
containing protein

4F1/4R1 503

4F3/4R3 904

5 NZ_ANGG01000457.1 10914-12119 WP_009598496.1 aldose 1-epimerase 
family protein

5F3/5R3 200

5F6/5R6 424

6 NZ_ANGG01000136.1 c4667-3489 WP_009581057.1 MFS transporter 6F6/6R6 970

6F10/6R10 663

Table 5
Nucleotide sequences of genes used for the selection of primers

№
Sequence NCBI 
Nucleotide

Gene 
coordinates

Encoded  
protein

Annotation  
of the encoded protein

Primer  
pair names

Length  
of the PCR 
product, bp

1 NZ_FLTU01000142.1 6002-8863 WP_039956369.1 DUF5110 domain-
containing protein

1F8/1R8 711

1F10/1R10 379

2 FLTU01000085.1 5245-7368 WP_009581062.1 TonB-dependent 
siderophore receptor

2F6/2R6 759

3 NZ_FLTU01000009.1 c3500-2202 WP_039955267.1 nucleoside hydrolase 3F3/3R3 246

3F5/3R5 209

3F9/3R9 869

4 NZ_LHSI01000001.1 2522179-
2523426

WP_009581060.1 ATP-grasp domain-
containing protein

4F1/4R1 503

4F3/4R3 904

5 NZ_ANGG01000457.1 10914-12119 WP_009598496.1 aldose 1-epimerase 
family protein

5F3/5R3 200

5F6/5R6 424

6 NZ_ANGG01000136.1 c4667-3489 WP_009581057.1 MFS transporter 6F6/6R6 970

6F10/6R10 663
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Таблица 6
Результаты ПЦР с 35 штаммами бактерий рода Xanthomonas  
для каждой пары праймеров

Штамм

Пара праймеров

1F8
1R8

1F10
1R10

2F6
2R6

3F3
3R3

3F5
3R5

3F9
3R9

4F1
4R1

4F3
4R3

5F3
5R3

5F6
5R6

6F6
6R6

6F10
6R10

Результат ПЦР: размер фрагмента амплификации, 
п. о. (при наличии) / отрицательно (–) / недостоверно (n/a)

0148 – – n/a – – n/a n/a 240 – – n/a n/a

0149 – – n/a – – n/a – – – – n/a –

0226 – – n/a – 1120 1150 n/a 240 – – n/a n/a

0227 – – – – – – – – – – – –

0228 – – n/a – 1120 1150 – 240 – – n/a –

0230 – – n/a – 1120 1150 – 240 – – n/a n/a

0232 – – n/a – n/a 1150 – 240 – – n/a n/a

0234 – – n/a – – 1150 – 240 – – n/a n/a

0337 711 379 759 869 209 246 503 904 424 200 1050 663

0338 – – n/a 869 – n/a – – n/a – 470 –

0343 – n/a n/a 869 1300 n/a – 470 1220 – 470 –

0344 – – n/a 869 1300 n/a – 470 n/a – 470 –

0345 260 – n/a 869 – – – – n/a n/a n/a –

0346 260 – n/a 869 – – – – n/a n/a n/a –

0347 260 – n/a 869 – – – – n/a n/a n/a –

0348 260 – n/a 869 – n/a – – n/a n/a n/a –

0373 – – n/a n/a – – – – – – n/a –

0374 – n/a n/a 800 – – – n/a – – – n/a

0375 – – n/a n/a 1120 – – – n/a – – n/a

0376 – – n/a 869 – n/a 1200 n/a 1400 – n/a n/a

0377 – – n/a 869 – n/a n/a n/a n/a – n/a n/a

0386 – – n/a 869 n/a n/a – n/a – – n/a –

0394 – – n/a n/a 400 n/a – n/a 1400 – n/a n/a

0399 – – n/a 869 – n/a n/a – 1120 – – –

0400 – – n/a 869 n/a n/a – – 1120 – – –

0404 – – n/a – – – – – – – n/a –

0405 – – n/a n/a n/a n/a – n/a – – n/a n/a

0406 – – n/a n/a n/a 1150 – 240 1120 – n/a –

0419 – – n/a n/a – – – n/a – – n/a –

0420 – – n/a 869 1300 1150 – n/a 1340 – n/a n/a

0426 – – n/a – – – – – – – n/a –

0427 – – n/a n/a – 1150 – – – n/a n/a –

0446 – – n/a – – – – – – – n/a n/a

0473 – – n/a n/a – n/a n/a n/a 1120 – n/a –

0483 – n/a n/a n/a – n/a – – – – n/a –
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Table 6
PCR results with 35 strains of bacteria of the genus Xanthomonas  
for each pair of primers

Strain

Pair of primers

1F8
1R8

1F10
1R10

2F6
2R6

3F3
3R3

3F5
3R5

3F9
3R9

4F1
4R1

4F3
4R3

5F3
5R3

5F6
5R6

6F6
6R6

6F10
6R10

PCR result: size of the amplification fragment,  
bp (if any) / negative (–) / unreliable (n/a)

0148 – – n/a – – n/a n/a 240 – – n/a n/a

0149 – – n/a – – n/a – – – – n/a –

0226 – – n/a – 1120 1150 n/a 240 – – n/a n/a

0227 – – – – – – – – – – – –

0228 – – n/a – 1120 1150 – 240 – – n/a –

0230 – – n/a – 1120 1150 – 240 – – n/a n/a

0232 – – n/a – n/a 1150 – 240 – – n/a n/a

0234 – – n/a – – 1150 – 240 – – n/a n/a

0337 711 379 759 869 209 246 503 904 424 200 1050 663

0338 – – n/a 869 – n/a – – n/a – 470 –

0343 – n/a n/a 869 1300 n/a – 470 1220 – 470 –

0344 – – n/a 869 1300 n/a – 470 n/a – 470 –

0345 260 – n/a 869 – – – – n/a n/a n/a –

0346 260 – n/a 869 – – – – n/a n/a n/a –

0347 260 – n/a 869 – – – – n/a n/a n/a –

0348 260 – n/a 869 – n/a – – n/a n/a n/a –

0373 – – n/a n/a – – – – – – n/a –

0374 – n/a n/a 800 – – – n/a – – – n/a

0375 – – n/a n/a 1120 – – – n/a – – n/a

0376 – – n/a 869 – n/a 1200 n/a 1400 – n/a n/a

0377 – – n/a 869 – n/a n/a n/a n/a – n/a n/a

0386 – – n/a 869 n/a n/a – n/a – – n/a –

0394 – – n/a n/a 400 n/a – n/a 1400 – n/a n/a

0399 – – n/a 869 – n/a n/a – 1120 – – –

0400 – – n/a 869 n/a n/a – – 1120 – – –

0404 – – n/a – – – – – – – n/a –

0405 – – n/a n/a n/a n/a – n/a – – n/a n/a

0406 – – n/a n/a n/a 1150 – 240 1120 – n/a –

0419 – – n/a n/a – – – n/a – – n/a –

0420 – – n/a 869 1300 1150 – n/a 1340 – n/a n/a

0426 – – n/a – – – – – – – n/a –

0427 – – n/a n/a – 1150 – – – n/a n/a –

0446 – – n/a – – – – – – – n/a n/a

0473 – – n/a n/a – n/a n/a n/a 1120 – n/a –

0483 – n/a n/a n/a – n/a – – – – n/a –
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CONCLUSION
As a result of the search for genetic markers for a 
group of bacteria causing bacterial leaf streak of 
wheat – pathovars Xanthomonas translucens – 6 nucle-
otide sequences specific for this species were found. 
For the sequences found, 12 pairs of primers were de-
veloped – 1F8/1R8, 1F10/1R10, 2F6/2R6, 3F3/3R3, 
3F5/3R5, 3F9/3R9, 4F1/4R1, 4F3/4R3, 5F3/5R3, 
5F6/5R6, 6F6/6R6 and 6F10/6R10, the species-spe-
cificity of which was tested in the course of the study 
with 35 strains of bacteria of the genus Xanthomonas, 
including Xanthomonas translucens. Analysis of the re-
sults of the performed PCR and alignment of the ob-
tained nucleotide sequences of the PCR products us-
ing the BLAST algorithm based on the NCBI showed 
that the primer pairs 1F8/1R8, 1F10/1R10, 4F1/4R1, 
5F6/5R6 and 6F10/6R10 are suitable for their use in 
the diagnosis of the pathogen of bacterial leaf streak of 
wheat Xanthomonas translucens. New PCR tests can be-
come part of the solution to the problem of establish-
ing the phytosanitary state of consignments of Rus-
sian grain products.
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