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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА INA-БАКТЕРИЙ  
В СЕЯНЦАХ СОСНЫ ОБЫКНОВЕННОЙ ПРИ ИНФЕКЦИОННОМ 

ПОЛЕГАНИИ  
Бактерии, активно образующие ледяное ядро, или льдонуклеирующие (INA), являются как эпи-

фитными, так и эндофитными обитателями, вызывающими морозные повреждения многих растений 
при низкоположительных температурах. На сегодняшний день информация об их участии в формиро-
вании патофизиологических процессов в растениях является разрозненной и неполной. Одним из важ-
ных этапов в определении вредоносности INA-бактерий является их идентификация в растительных 
образцах. В данной статье изложены результаты определения информативности специфических прай-
меров, позволяющих осуществлять диагностику льдонуклеирующих бактерий как в образцах окружа-
ющей среды, так и на поверхности, и внутри сельскохозяйственных и лесных растений на основании 
амплификации гена ina, кодирующего белок образования льда (INP). Проведенные исследования с ис-
пользованием растительных образцов в виде проростков сосны обыкновенной, характеризующихся 
признаками инфекционного полегания, показали наличие гена ina в экспериментальном материале.  
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Bacteria that actively form ice nuclei, or ice nucleating bacteria (INA), are both epiphytic and endophytic 
inhabitants, causing frost damage to many plants at low positive temperatures. To date, information about 
their participation in the development of pathophysiological processes in plants is scattered and incomplete. 
One of the important stages in determining the competitiveness of INA bacteria is their identification in plant 
samples. This article presents the results of determining the information content of typical primers capable 
of diagnosing ice-nucleating bacteria both in generations of the current environment and on the surface 
and inside agricultural and forest plants based on amplification of the gene ina encoding the ice formation 
protein (INP). Conducted studies using plant samples in the form of Scots pine seedlings, features of the 
components of the infectious lodging, the presence of the gene ina the experimental material. 
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Введение. Льдонуклеирующие активные (INA) 
бактерии представляют собой группу бактерий, 
способных катализировать образование льда 
при низкоположительных температурах [1].  
Такую способность обеспечивают специализи-
рованные белки, закрепленные на внешней кле-
точной мембране бактерий [2]. INA-бактерии 
обычно являются грамотрицательными, эпифит-
ными или фитопатогенными и в зависимости от 
уровня активности льдообразования подразде-
ляются на три класса: A (активны при температуре 
до –2 °C), B (от –5 до –7 °C) и C (ниже –7 °C) [2, 3].  

Большое количество INA-бактерий присут-
ствует на растениях и сельскохозяйственных 
культурах, но они также были выделены из объ-
ектов окружающей среды, в том числе облаков, 
дождя, снега и воздуха [3]. Из-за повсеместного 
распространения INA-бактерий на растениях и 
высокой активности образования кристаллов 
льда данная группа микроорганизмов может вы-
ступать значимым биотическим фактором по-
вреждения растений [4].  

Также INA-бактерии, в частности Pseudomonas 
syringae Van Hall, приобрели научный интерес 
из-за широкого спектра способов применения – 
создание снега, приготовление замороженных 
продуктов, разработка систем отображения по-
верхности бактерий (экспрессия чужеродного 
белка на поверхности клеток в биотехнологиче-
ских целях), а также криоконсервации клеток и 
тканей [5].  

В свою очередь, распространяясь как меж-
клеточно, так и внутриклеточно в чувствитель-
ных к холоду растениях, лед вызывает механи-
ческое разрушение клеточных мембран. Такие 
повреждения могут быть существенными для 
некоторых растений, вызывая угнетение процес-
сов роста и развития. Следует отметить, что не-
которым INA-бактериям нужна определенная 
плотность популяции или особые условия, 
чтобы нанести ущерб растению или проявить 
свою патогенность [6].  

Известно, что генетической основой нуклеа-
ции льда у бактерий является ген ina, который од-
новременно необходим и достаточен для фено-
типа образования льда INA+ [1]. На сегодняшний 
день идентифицировано около 12 видов льдо-
нуклеирующих бактерий, выделенных в основ-
ном с поверхности растений. Они распростра-
нены среди трех отрядов Gammaproteobacteria и 
включают P. syringae, P. fluorescens Migula, 
Pantoea agglomerans Ewing & Fife и Xanthomonas 
campestris (Pammel) Dowson. Все эти бактерии 
экспрессируют изоформы одного и того же 
белка INP, которые при связывании во внешней 
мембране могут запускать нуклеацию при темпе-
ратуре около 0°C. Обычно верхний предел состав-
ляет от –2 до –4°C [5]. К настоящему моменту 

были клонированы и секвенированы следующие 
гены ina: inaZ, inaK, inaV и inaQ у P. syringae, 
inaW – у P. fluorescens, inaE – у Erwinia herbicola 
Ewing & Fife, inaA – у E. ananas Serrano и inaX – 
у X. campestris pv. translucens [1]. 

Наиболее изученной в настоящий момент 
является бактерия P. syringae, которая, как и 
другие льдообразующие бактерии, была обнару-
жена во льду, граде и снеге, что свидетельствует 
о ее способности к содействию процессам кри-
сталлизации паров воды в атмосфере [2]. Как 
фитопатоген, P. syringae усиливает поврежде-
ние тканей растений низкими температурами за 
счет повышения температуры инициации обра-
зования льда [2].  

Так, Маки Л. Р. с соавторами обнаружили, 
что по мере увеличения концентрации клеток 
P. syringae температура, при которой происхо-
дило замерзание растения, становилась выше [7]. 
Арни Д. с соавторами показали, что восприим-
чивость кукурузы к заморозкам повышалась по-
сле обработки листьев P. syringae [8]. Согласно 
Линдоу С. Е. и соавторам было обнаружено, что 
P. syringae и другие эпифитные бактерии вызы-
вают повреждение от заморозков у многих видов 
растений и сельскохозяйственных культур [9].  

Если говорить о древесных растениях, то в 
работе Рамштед М. с соавторами выяснили, что 
P. syringae также является одной из важных 
INA-бактерий на ивах (Salix), вызывающей 
некротическую инфекцию и отмирание при тем-
пературе окружающей среды около 0°C. В более 
поздних работах было показано, что различные 
комбинации (консорциумы) INA-бактерий, вклю-
чая виды рода Erwinia, P. fluorescens и другие виды 
Pseudomonas, Sphingomonas и Xanthomonas, также 
связаны с такими повреждениями у ив [6].  

Как было представлено ранее, в некоторых 
случаях присутствие льдообразующих бактерий 
в растениях приводит к открытию пути для 
атаки других болезнетворных организмов, в 
частности фитопатогенных грибов [10]. Так, ря-
дом авторов было высказано предположение, 
что первопричиной инфекционного полегания 
сеянцев сосны обыкновенной в лесных питом-
никах, возбудителями которого в настоящее 
время признаны микромицеты Fusarium spp. и 
Rhizoctonia spp., являются INA-бактерии, приво-
дящие к увяданию молодых растений путем по-
вреждения клеточных мембран.  

Следует отметить, что льдонуклеирующая 
активность также была выявлена у грибов – 
впервые в штаммах рода Fusarium [11]. На сего-
дняшний день известно еще несколько видов 
грибов с различной начальной температурой за-
мерзания – Isaria farinosa (Holmsk.) Fr. (при-
мерно –4°C), Mortierella alpina Peyronel (около –
5°C), виды рода Puccinia (от –4 до –8°C) и 
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Sarocladium implicatum (Gilman & Abbott) Giraldo, 
Gen & Guarro (приблизительно –9°C) [11].  

Молекулярно-генетическая диагностика куль-
тивируемых и некультивируемых INA-бактерий 
основана на выявлении гена ina. Однако обнару-
жение маркерного гена не означает, что эти мик-
роорганизмы являются эффективными льдообра-
зователями, поскольку формирование фенотипа 
INA+ зависит от сложных и взаимодействующих 
факторов, таких как генотип, окружающая среда и 
виды растений-хозяев [5].  

Эффективность ПЦР-амплификации фрагмен-
тов гена ina в первую очередь зависит от дизайна 
праймеров – они должны амплифицировать как 
можно больше аллелей гена с высокой специфич-
ностью и чувствительностью [1]. Так, в работе 
Хилла Т. С. с соавторами были впервые разрабо-
таны универсальные праймеры для генов широ-
кого спектра действия, которые были использо-
ваны при проведении ПЦР с целью количествен-
ного определения INA-бактерий на растениях, в 
снеге и граде (таблица). В результате проведения 
исследований in vitro авторы выявили наиболее 
эффективные пары праймеров – 3308f/3463r и 
3341fb/3462rl, размер продукта которых составил 
194 и 162 п. н. соответственно [5]. 

 
Праймеры, используемые для амплификации 
гена ina у бактерий (по Хиллу Т. С. и др.) 

Праймер Последовательность праймера (5’–3’) 
3076f AGYTCGCTGATTGCGGGNC 
3463r STGTAVCKTTTTNCCGTCCCA 
3308f GGCGATMGVAGCAAACTSAC 

3341fb AHTGTRYBYTSATGGCBGGVGA 
3462rl TGTAVCKTTTSCCGTCCCAG 
 
Основная часть. Целью данной работы яв-

лялась ПЦР-амплификация гена ina в образцах 
растительных тканей проростков сосны обыкно-
венной, характеризующихся признаками инфек-
ционного полегания, для последующего уста-
новления роли этих бактерий в возникновении и 
протекании данного патологического процесса. 

На первом этапе исследований с использова-
нием праймеров, представленных в таблице, 
были амплифицированы два INA+-штамма бак-
терий Xanthomonas campestris и P. syringae с це-
лью установления диагностической пригодности 
синтезированных олигонуклеотидных последо-
вательностей. На рис. 1 представлена электрофо-
реграмма, отражающая результаты амплифика-
ции этих бактерий с 3 парами праймеров. 

Как видно из рис. 1, в образцах 2, 3, 5, 6 были 
получены продукты амплификации размером при-
мерно 194 и 162 п. н., что указывает на пригод-
ность пар праймеров 3308f/3463r и 3341fb/3462rl 
для проведения ПЦР-амплификации. Для целей 

диагностики in planta нами была выбрана пара 
3308f/3463r, позволяющая получать наиболее чет-
кие продукты амплификации.  

 

 
Рис. 1. Электрофореграмма амплификации бактерий 

P. syringae (1–3) и X. campestris (4–6):  
М – маркер молекулярного веса  

 
В ходе исследований были амлифицированы 

образцы ДНК инфицированных растительных 
тканей, искусственно зараженных фитопатоген-
ными грибами Fusarium oxysporum Schltdl. и 
Rhizoctonia solani Kuhn (возбудители инфекцион-
ного полегания) сеянцев сосны обыкновенной и 
сеянцев, собранных в очаге инфекционного поле-
гания на территории лесного питомника Хойник-
ского лесхоза (время сбора: июнь 2023 г.). На рис. 2 
представлены результаты ПЦР данных образцов.  

Как видно из рис. 2, в образцах растений были 
диагностированы продукты амплификации гена ina. 
 

 
Рис. 2. Электрофореграмма амплификации  

инфицированных растительных тканей:  
М – маркер молекулярного веса; 1–2 – образцы  

сеянцев, собранные на лесном питомнике;  
3–5 – искусственно зараженные сеянцы;  

К+ – положительный контроль; К– – отрицательный  
контроль 

 
На втором этапе нами был произведен посев 

семян сосны обыкновенной в почву, собранную 
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на лесных питомниках Чечерского и Диснен-
ского лесхозов в местах протеканиях инфекци-
онного полегания сеянцев в мае–июне 2023 г. 
Семена проращивались в контролируемых усло-
виях при температуре 22°С и относительной 
влажности воздуха 60%. После прорастания се-
мян для них искусственно были созданы усло-
вия околонулевых температур – контейнеры с 
проростками помещались на несколько дней в 
холодильник и содержались при температуре 
4°С [12]. После появления симптомов полегания 
(истончение и побурение стебелька, у большин-
ства сеянцев вершинки остались в семенных 
колпачках из-за ослабления тургора в расте-
ниях) сеянцы изымали из почвы для дальней-
шего молекулярно-генетического анализа.  

Для выявления последовательности гена ina об-
разцы амплифицировали с помощью праймеров 
3308f и 3463r [6] с использованием следующей про-
граммы ПЦР: начальная стадия денатурации при 
95°C в течение 4 мин с последующими 35 циклами – 
денатурация при 94°C 30 с, отжиг праймеров при 
58°C 30 с и элонгация при 72°C 1 мин с финальной 
элонгацией при температуре 72°C в течение 5 мин.  

В качестве положительного контроля нами 
был использован INA+-штамм P. syringae, отри-
цательный контроль представлял собой ампли-
фицируемую смесь с деионизированной водой. 
Также для наглядности получаемых данных до-
полнительно были амплифицированы образцы 
сеянцев сосны, характеризующиеся признаками 
инфекционного полегания, собранные в июне 
2023 г. (на рис. 2 образцы № 1 и 2). Результаты 
ПЦР представлены на рис. 3.  

Исходя из рис. 3 можно сделать вывод, что во 
всех образцах, за исключением образца № 4ч, 

наблюдается наличие специфических продуктов 
ПЦР-амплификации размером примерно 200 п. н. 
это свидетельствует о наличии бактерий с геном 
ina в экспериментальном материале.  

 

 
Рис. 3. Результаты амплифицирования  

проростков сосны, характеризующихся симптомами 
инфекционного полегания:  

М – маркер молекулярного веса; 1ч–6ч – образцы 
проростков сосны на почве из Чечерского лесхоза; 
1д–2д, 4д–6д, 8д – образцы проростков сосны на 

почве из Дисненского лесхоза; ип1, ип2 – образцы 
инфекционного полегания из Хойникского лесхоза; 

К+ – положительный контроль (бактерия P. 
syringae); К– – отрицательный контроль 

 
Заключение. Таким образом, в результате ис-

следований нами проведены тесты in vitro по вы-
явлению INA-бактерий в образцах сосны обыкно-
венной, характеризующихся признаками инфек-
ционного полегания. Как видно на рис. 3, в 11 из 
12 экспериментальных проб было выявлено нали-
чие бактерий, которые обладают льдонуклеирую-
щей способностью. Полученные нами результаты 
свидетельствуют о том, что на начальной стадии 
протекания инфекционного полегания в ослабле-
нии молодых растений сосны могут принимать 
участие INA-бактерии.  
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