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　　Differentiation　of　Phytopathogenic　Pseudomonas　and
Xanthomonas　Pathovars　and　Strains　by　PCR　Analysis　for
　　　　　　　　　　　　　　　　DNA　Topoisomerase　Genes

Ab騒Ashraf照韮an，　Nar紐to　F湖面，　Mas灘Ma蛉㎜oto＊
　　　　　　　　　　　　　a盤dNobua霊d蝦ats秘yama

LabQratory　of　Plant　Pathology，　Division　Qf　Plant　Pathology　and　Pestieide　Science，

Department　of　Applied　Gefietics　and　Pest　Managemeat，　Fac．u，｝ty　or　ag．　riculture，

　　　　　　　　　　　　Kyushtt　U！｝iversity，　Fukuoka　812－80r8i，　JapaR

　　　　　　　（Rec’ei・v’esi　Mewch　28，　eOOO　and　accepted　A2£gz‘＄g　28，　SOOO）

　　　Differentiation　of　pathovars　of　PsezAedomoncttg　sty’i－z’7？，．gae　arid　X（mtho？’notrzas　campestr2’s

was　conducted　by　anaiysis　with　polymerase　chain　reaction　（PCR）　of　topoisrnerase　genes．

Differences　among　the　pathovars　were　observed　on　the　migration　pattern＄　of　t，he　PCR　products

on　agarose　gel．　Banding　patterns　of　respective　strains　were　patbovar　＄peeMc　with　sevae

exceptieRs．　The　technique　is　rapid，　simple　and　repreductive　£o　1〈／lent｝｛’ 凵@and　c｝assify

茎）擬yも（）pat難◎geτ嚢｛⊃Psezect｛）窺｛：｝？z．αs　5澄7惑？zgαee　arミ（圭Xant～lo珊w）7ias　casmメ）¢＄£箔；ξ；af．峯）註も薮◎var　l　eve茎，　a嚢d

it　rftay　be　a　useflil　diagnostic　tool　for　these　impertant　plant　pat，hogens，

INTRODUCTION

　　　The　species　PsezedOmo？撚3鍵物9α．θa黙d　X磁漉ひ瀧0篶僻偽窺抄磯瑠arをS織bdivided

at　the　iRfraspecific　level　iRto　many　pathovars．　Since　pathovars　ean　kot　be　readily

distinguished　by　the　ordinary　physiological　and　biochemica！　merhods　（Dye，　1962；

Palleroni，　1984；　Van　Zyl　and　Steyn，　1990），　they　are　classified　on　the　basis　of　their

distinctive　pathogenicity　to　one　or　more　host　plants．　Unfortunately，　identification　based

oR　the　pathogeniclty　tests　caR　be　incoRclusive　aRd　opeR　to　a｝temative　ir｝terpretat，iofts

（Lazo　eg　nt．，　1987；　Gabriel　et　esg．，　1989）．　CurreRtly，　sero｝ogiea｝　tests　（Beftedict　et　ag．，　1989，

1990），　fatty　acid　proflling　（Stead，　1992；　Vauterin　et　ag．，　1992），　protein　analy＄is　（VaR　Zyl

and　Steyn，1990；Vauter㎞etα乙．，1991a，　b；Li　and　Hayward，ユ994）and　nudeic　acid　based

techniques　（Lazo　et　al．，　1987；　Alizadeh　et　aL．，　1997；　Hauben　et　at．，　1997；　Manceau　and

Horvais，　1997）　have　been　used　to　classify　pathovars　arid　strains　of　PsezLdemoness

syアingαe　a難d　Xα窺ん・o・mouas　CGmpestris．｝｛◎wever，　the＄e艶¢h難ゆ奪s　a犯◎fしe嚢

もime－c◎登suming，　to◎expeRslve，　orも。◎inseRsitive　f◎r慧se童ごけ。夏議甑¢磁a即◎sis．　We　have

used　PCR　technique　to　identify　rapidly　and　classify　closely　related　pathogenic　baeteria　on

the　basis　of　genomic　fingerprint　approaches．

　　　Eubacteria　have　two　indispensab｝e　type　R　DNA　topoisoraera＄e，　DNA　gyrase　encoded

by　gyrB　aRd　ggy？”A　aRd　topoisorrierase　IV　eRcoded　by　pa・rE　and　jgeewC．　These　gexies　beloRg

もoa漁9王e懸搬i圭y　wh◎se賢隆embers　spaR　b◎th　e慧cary◎もes　a織dμokary（療｝＄（HwaRg，　1996）．

The　type　g　DNA　topoisomerase　geRe　sequeRces　are　easily　ebtainab｝e　from　diverse　sourees

and　the　high　sequence　conservation　of　this　family　of　the　genes　throughout　the　evolution

＊　lnstitute　of　Tropieai　Agrecu｝ture，　Kyushu　University，　Fukuoka　812－8581，　Japan
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provides　a　rationale　for　clesign　of　universa｝　primers　used　in　the　polyrnerase　chain　reacl；iQR

in　o’rder　to　systematically　genera’te　a　data　set．　We　demonstrated　the　utility　of　the　PCR

technique　with　prirners　corre＄ponding　to　gy／　TB　gene　seq’uenees　to　generate　specific　DNA

fingerprints　and　to　classify　ancl　ldentify　pathovars　of　phytopathogeRic　P．　＄gypt？zgae　and　X．

e礁糀μ舘摺．

MATERIALS　AND　METHODS

Bacteria豆st聡董．ns

　　　A丑もhe　sもr畿蚤．黙s慧sed　ar¢蓋s．纏xi豆R　Table　i．　Strair竈s　o：£．P＄e・u’do？箆ぴxcntS　s窪ノ？“・9・7zga・s　and

Xex，ntho’nzo？zas　campestris　were　grown　on　IKi．ng’B　（King　et　al．，　1954）　and　YDC　（Wi｝son，

19．　67）　medium，　respectively．　Stoek　cultures　were　maintai，ned　at　40C．

PCR－assay
　　　Bacterial　cultures　were　grown　iR　523　broth　（Kado　and　Heskett，　1970）　for　24　h　at　30“C．

Bacterial　cells　were　harvested　in　an　Eppendorf　tube　by　centrifugation　at　5000　rpm　for

smi．n．　About　5　mg　bacterial　cells　was　suspended　homog．　eneously　in　500Jal　TE　buffers

（10mM　Tris－HCI，　pH　8．0，　1　mM　EDTA）　and　heated　at　95“C　for　8　rnin．　Centrifugation　was

ca買ied　o虞aも50◎◎rp難衰）r　3◎secO盤d　a難dもhe＄根pemaもa灘t＄were鞭sed　fo罫PCR．

　　　The　PCR　priraers　GYRB一｝’　（5’　GTAGGTGTGTCGGTTGTGAA－3’）　and　G￥RB－PR

（5’一TTTACGGCGGGTCATCTCAC－3’）　used　in　this　expertment　were　designed　from　the

conserved　regions　in　the　gyrB　gene　by　comparing　P．　pzctfida　（Yamamoto　and　Harayama，

1995）．　PCR　wa＄　carried　out　in　a　100　pa｝　，reaetioR　mixture　containing　68．51d　deionined

w鉱er，10xreac滅（）R　baffer（王0◎撚M　Tris－Hα，　p｝｛9．◎，500熱M　K：αa護d跳賢iもOR　X一ユ◎◎）

102tl，　25　mM　MgCl，　l　e　ptl，　5　mM　dNTPs　4　pal，　PNA　solution，　5　psl，　each　primer　l　pal　and　Taq

DNA　polymerase　O．52Ll，　and　vgras　overlaid　with　50zLl　of　mineral　oil．　Tl”te　following　PCR

programme　was　u＄ed：　1　cycle　94　eC　for　2　min，　450C　for　3　min　and　72　eC　for　1　min；　30　cyles

93℃　for　1　miR，　42℃　for　1　min　and　720C　for　3　rrtin．　AmpiMed　［）NA　was　subjected　to

eleetrephcresis　in　2“／｝　agarese　gel，　stai，Red　with　ethicli“m　bro，mide，　axd　photographe〈i　（，m　a

ov　transil｝uminator．　Fingerprints　generated　for　different　＄tains　were　cornpared　visually．

RESULTS　AND　MSCUSSION

　　　Primers　corre＄poRdiRg　to　DNA　topolsomerase　gene＄　gellerated　a　specific　geriomic

fingerprint　for　the　strains　of　Pseuelomonas．　and　Xanthomonas．　Differences　among　their

pathovars　were　assessed　vissua！ly　on　the　basi．＄　of　the　migration　patterns　of　PCR　products

on　a暮arose　gel　electrophoresis。　Banding　pat惚ms　of　the　strai皿s　were　pa撫ovar　specifidr1

もh㊧m◎sもcases　a難d　homogei顧もy　was　ob＄総rved　a澱◎識慕撫e　sもraiRs　w三撫童n　pa撫（）var、

Ame｝kg　t｝｝e　strain＄　o£P．　sy’nt，mpae，　distinct　bandirig　pattems　wrere　observed　in　i］｝．　s－yri，t？zyae

pv．　tomato，　pv．　lachrymans，　pv．　juponica，，　pv．　my7　ricae，　pv．　07　z12ae，　pv．　glycinea，　pv．

tabcxci，　pv．　the（ze，　pv．　coroncrfctcie7zs，　pv．　atToipzeripzL’recz　and　pv．　moTi．　However，

fingerprints　generated　for　P．　syvelngae　pv．　sy7”ingae　and　pv．　？？haseolicola；　P．　sywtnyae

pv．ズ）¢s¢a嚢d　pv．　striafaciens　we．y《垂1de鷺もic畿玉（Figs．1a，　b）

　　　PCR　amplified　products　aiso　geRerated　unique　genomie　fingerprints　for　pathovars　of

X．　catmpestTis　tested．　The　fingerprint　patterns　of　the　representative　strains　of　X．
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Table　1．　List　ef　Pseuciomo？zas　and　Xesnthomen（Lzs　pathovars．　aiid　strains．

Bacterial　strain Isolate Source

P．累累難g蕊8

　　茎）v・3雷’？’i・㎎｛認

　　ジv．◎「g溶ne

　　pv．紬δα蕊

　　pv．雄わ醐

　　pv．　lachgrJmaws

　　pv．霧α君ん惣矯α郡

　　pv．窺。鴛

　　pv．鎚s乞

　　PV．鈴zsz

　　pv．　theae

　　pv．　coronafaciens

　　pv，　phaseolicola

　　pv．　phaseoSicola

　　PV・3ζゆ0？認0α

　　茎）v．9書TO黛）篇脚㎎食

　　pv．　striqfaciews

　　pv．　myncae

　　PV．　tO77Z（XtO

　　pv．　glycinea

X，　campestris

　　pv．　oz魏

　　pv．　cZtpt

　　pv．　c2t？’2

　　pv．　c乞醜

　　PV．　CZt7’Z

　　pv．　campestns

　　pv．　campestms

　　pv．　hZJac乞n〃認

　　pv．　trawsg，2Aecens

　　PV．9忽鷹鴨83

　　茎）v．ggq．　c憾7be5

　　pv．？蔦麗αアお

　　pv．　zizt・zans

　　PV．　P2，S？，

　　PV．　pa・IS2・

　　pv・蓼）乞s2

　　P》。鈴為霧s蕊認ζオ惣。羅

　　茎）v．鈴ん郡ξ～θ翻

ATCC　193ieT

翌》搬F3◎王538

PA－28

Ku－7ユ02

NIAS　i　319

MAS　132王

P－23

灘AFF　3◎玉2蕪

MAFF　3e1213

MA［FF　750001

nvF　301314
MAFF　301616

nvF　301716
MAFF　301163

瀞F3◎1307
1）一71

MAFF　30ユ464

MAFF　301593

KN－28

12－5

32－5

Ku－75ei

Cl
C2
ATCC　339ユ3i’

I

X　1－4－l

X　1－ll－2

S－9

s－le

王

皿

I

f
f

2

318識

ATCC
NYIj｛

KTES
AKU
NtsS
　ク

　tl

NILAR

　ク

　！1

　ク

　tt

　ク

　ク

　ク

NIAS

NIAR
　ll

NIAS

AKU
　t！

　11

　ク

　ク

ATCC
TUA
NIAS
　tl

AK難
　lf

醗AS
　ク

　tl

　tf

　tf

　tl

　！1

ATCC：　American　T｝［pe　Culture　Collect，ion，　USA．

NIAR：　National　lnstitute　of　Agrobiological　Resources，　Tsukuba，　Japan．

KTES：　Kagoshiraa　Tobaeeo　Experii7nent　Station，　Japan．

AKU：Fac遥もy◎f　Agr呈cu｝蓑1re，　Ky聖1shu　U】霞versi砲，　Fuku◎ka，　Japac。

？UA：Toky◎U遥vefS圭ty◎f　Ag漉“玉綴reぼ◎ky◎，　japaft．

N里AS：Na£沁擁a玉至嚢s猛疑もe　of　Agr重。誠ura董Sciel｝ces，　T◎kyo，　japalt．

KNAIES：　Kyushu　Natioiial　Agricultural　Experimenrstation，　Ktrmamoto，　Japan．

T，ype　culture：　Small　T　at　the　shoulder　of　isolate　number　indicates　type　cu｝ture．
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

＜ト500－bp

Fig．　Ia．　Electrophoretic　patterns　of　PCR－amplifTied　topoisomerase　genes　of　P．

　　　　　　　　syTingcva　pathovars　and　strains．

　　　　　　　　M：　Molecular　marker　（100－bp　ladder）；　1：　P．　syr．　pv．　syringae　ATCC

　　　　　　　　19310’；　2：　pv．　to77？．ato　MAFF　301593；　3：　pv．　phaseolicola　MAFF

　　　　　　　　301716；　4：　pv．　phaseoLicola　MAFF　301616；　5：　pv．　pisi　MAFF　301211；　6：

　　　　　　　　pv．　pisi　MAFF　301213；　7：　pv．　tabaci　PA－28；　8：　pv．　tabaci　Ku－7102；　9：

　　　　　　　　pv．　lach7ymans　NIAS　1319；　10：　pv．　lach7　zlmans　NIALg　1321．

M 1 2 3　　4 5　　6 7 8 9 10　11　12　13　14

ぐ｝500－bp

Fig．　lb．　Electrophoretic　patterns　of　PCR－amplified　topoisomerase　genes　of　P．

　　　　　　　　sywingae）　pathovars　arid　strains．

　　　　　　　　M：　Molecular　marker　（100－bp　ladder）；　1：　pv．　tomato　MAFF　301593；　2：

　　　　　　　　pv．　phaseoticola　MAFF　301716；　3：　pv．　pisi　MAFF　301211；　4：　pv．　tabaci

　　　　　　　　PA－28；　5：　pv．　lachrz／mans　NIAS　1319；　6：　pv．　straz：lraciens　P　71；　7：　pv．

　　　　　　　　oryzae　MAFF　301538；　8：　pv．　glgcinea　KN－28；　9：　pv．　moTi　P－23；　10：　pv．

　　　　　　　　ゴ（zX）onicαMAFF　301163；11：pv．　coγ07ψo魏8　MAFF　301314；12；pv．

　　　　　　　　atroipzLmp2Lrea　MAFF　301307；　13：　pv．　myricae　nvF　301464；　14：　pv．

　　　　　　　　theae　MAFF　750001．
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M 1 2　　3　4 5 6　　7 8　9　10　11　12　13

ぐ一500－bp

Fig．　2．　Electrophoretic　patterns　of　PCR－amplified　topoisomerase　genes　of

　　　　　　Xanthomo7Dcms　pathovars　and　strains．

　　　　　　Lanes　M：Molecular　marker（100－bp　ladder），1：X．　cα7？fbpest7’is　pv．　c乞厩

　　　　　　32－5，2：pv．　citγ’i　Ku　7501，3：pv．　pisi　I，4：pv．　pisi皿，5：pv．　vitiα？zs　I，6：

　　　　　　pv．　’vittans　ll，　7：　pv．　hgctcinthi　X－1－4－1，　8：　pv．　physalicttcola　2，　9；　pv．

　　　　　　pr？tni　1－10－1，　10：　pv．　phaseoli　318一一1，　11：　pv．　translucens　X－1－11－2，

　　　　　　12：　pv．　campestris　1，　13：　pv．　gt？ycines　S－10．

oαηzメ）θs孟γ乞8pv．　o乞〃②，　pv．　P乞8乞，　pv．　v乞t乞α？z8，，　pv．　hyαo⑳ntん乞，　pv．　Pん〃8αあ（Z乞colα，　pv．　prun乞，

pv．　phaseoti，　pv．　translze（｝ens，　pv．　campest7bs　and　pv．　gtgcines　are　showii　in　Fig．　2．　Five

strains　of　X．　c．　pv．　citri，　three　strains　of　X．　c．　pv．　pisi　and　two　strains　of　X．　c．　pv．　vitians

showed　homogenous　patterns　within　the　respective　pathovars．　Specific　banding　pattems

were　also　observed　for　one　strain　of　each　X．　c．　pv．　hgacinthi，　pv．　physatidicoea，　pv．

przeni，　pv．　phaseoLi　and　pv．　tTct7zslzecens．　However，　those　of　strains　of　X．　c．　pv．

campestTis　and　X．　c．　pv．　glycines　were　identical　and　not　distinguishable　each　other　（Fig．

2）．　The　experirnent　was　repeated　2　to　3　times　and　reproductive　results　for　fmgerprint

profiles　were　obtained．

　　　The　data　presented　here　suggest　that　the　techrrique　is　useful　to　identify　P．　syri7zgae

and　X．　campest7bs　at　pathovar　level，　and　this　method　will　provide　a　rapid　and　precise　way

to　identify　closely　related　plant　pathogenic　bacteria．
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