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Approbation of the MS-ISSR method for assessing the DNA methylation profiles of Norway spruce

A.B. Pekedova, G.V. Kalko (Saint Petersburg State Forest Technical University; Saint Petersburg 
Forestry Research Institute)

The article is devoted to the approbation of the MS-ISSR (methylation-sensitive inter simple 
sequence repeats) method for determining variations in the DNA methylation profiles of Norway 
spruce trees growing at 5 km from the metallurgical enterprise LLC Orion-Spetsplav-Gatchina, 
located in the city of Gatchina and in background planting of the Leningrad region. Earlier, 
the content of the metals Mn, Zn, Cu, Fe, Pb, Cr, Ni, Cd and sulfur was determined in the needles 
of the spruce trees used to test the method. The aim of the work was to determine the possibility 
of using the MS-ISSR method to assess the genetic stability of Norway spruce in the zone of 
anthropogenic emissions, namely, the stability of DNA methylation profiles. We used DNA 
isolated from fir needles by a modified method with CTAB. DNA restriction was performed using 
isoschizomer restriction enzymes Msp I or Hpa II (SibEnzyme, Russia) under conditions 
recommended by the enzyme manufacturer. The efficiency of using seven ISSR primers was 
evaluated. The amplification results were detected by electrophoresis in 1.5 % agarose gel in the 
presence of ethidium bromide. The four primers M 2, M 4, M 9 and M 14 have been shown to be 
useful in detecting changes in DNA methylation profiles. Primer M 9 showed the highest 
efficiency in detecting DNA methylation – 75 %, primers M 2 and M 4 had an efficiency of 50 %, 
primer M 14 – 25 %. It was concluded that the use of the MS-ISSR method is promising for 
the analysis of DNA methylation profiles of Norway spruce.
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Апробация MS-ISSR-метода для оценки профилей метилирования ДНК ели европейской в 
зоне антропогенного загрязнения

А.Б. Пекедова, Г.В. Калько

Статья посвящена апробации MS-ISSR (methylation-sensitive inter simple sequence repeats) 
метода для определения вариаций в профилях метилирования ДНК деревьев ели евро-
пейской, растущих в 5 км от металлургического предприятия ООО «Орион-Спецсплав-
Гатчина», расположенного в г. Гатчине и в фоновом насаждении Ленинградской области. 
Ранее в хвое елей, использованных для тестирования метода, было определено содержа-
ние элементов Mn, Zn, Cu, Fe, Pb, Cr, Ni, Cd и S. Целью работы было определение воз-
можности использования метода MS-ISSR для оценки генетической стабильности ели 
европейской в зоне антропогенных выбросов, а именно стабильности профилей метили-
рования ДНК. В работе использовали ДНК, выделенную из хвои елей модифицирован-
ным методом со CTAB. Рестрикцию ДНК осуществляли с помощью рестриктаз-изоши-
зомеров Msp I или Hpa II (СибЭнзим, Россия) в условиях, рекомендованных 
производителем ферментов. Оценена эффективность использования семи ISSR-прайме-
ров. Детекцию результатов амплификации проводили с помощью электрофореза в 
1,5 %-ном агарозном геле в присутствии бромистого этидия. Четыре праймера (М 2, М 4, 
М 9 и М 14) показали свою пригодность к выявлению изменений профилей метилирова-
ния ДНК. Наибольшую эффективность в оценке уровня метилирования ДНК ели показал 
праймер М 9 – 75 %, праймеры М 2 и М 4 имели эффективность 50 %, праймер М 14 – 
25 %. Сделан вывод о перспективности использования метода MS-ISSR для анализа про-
филей метилирования ДНК ели европейской.

Ключевые слова: ель европейская, рестрикция, Msp I, Hpa II, ISSR, профили метилиро-
вания ДНК
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Введение
Известно, что экспрессия генов является 

основным механизмом, который преобразует 
закодированную геномом информацию в фе-
нотипы, а также, что метилирование ДНК 
служит одним из основных способов эпигене-
тической регуляции экспрессии генов.

Наиболее изученными эпигенетическими 
метками у эукариотов являются метилирова-
ние ДНК [16, 18, 19, 21, 29, 31] и модифика-
ции гистонов, включая ацетилирование [26, 
37], метилирование [38], убиквитинирование 
[17, 38], фосфорилирование [22, 36], гликози-
лирование, ADP-рибозилирование, карбони-
лирование и сумоилирование [20]. Модифи-
кации гистонов вместе с метилировани-
ем ДНК контролируют складывание нуклео-
сомного массива в структуры более высокого 
порядка и обеспечивают передачу сигналов 
для клеточных процессов. Третьим компонен-
том эпигенетической регуляции функциони-
рования генов являются малые РНК. Они 
представляют собой группу небольших неко-
дирующих РНК, обнаруживаемых как у жи-
вотных, так и у растений. В настоящее время 
различают малые (sRNA) и микро (miRNA) 
[24, 25, 30, 32].

Метилирование ДНК контролирует все 
генетические процессы (репликация ДНК, 
репарация, рекомбинация, транскрипция и 
др.) [2].

Представляет интерес изучение измене-
ний в профилях метилирования ДНК, проис-
ходящих под влиянием загрязнения, связан-
ного с деятельностью промышленных пред-
приятий. Особое место среди поллютантов 
занимают тяжелые металлы. Они относятся к 
самым распространенным загрязнителям 
окружающей среды [13], в частности, они со-
держатся в выбросах большинства стацио-
нарных источников загрязнений и автотранс-
порта.

При отсутствии внешних признаков угне-
тения индикацию состояния растительных 
объектов можно проводить по содержанию 
тяжелых элементов в фотосинтезирующих ор-

ганах [3]. Кроме того, концентрации этих за-
грязнителей в растениях указывают на уро-
вень загрязнения окружающей среды [10].

Некоторые тяжелые металлы (кадмий, 
никель) вызывают повреждение ядра [23], на-
рушают синтез РНК и изменяют количество 
протеолитических ферментов в клетках [35]. 
Они способны ингибировать поступление од-
них элементов и увеличивать поглощение 
других, что ведет к разбалансировке метабо-
лизма растений. Взаимодействие тяжелых ме-
таллов и элементов минерального питания 
фотосинтезирующих организмов отражается 
на их основных функциях, в том числе на ды-
хании, росте и развитии [13].

На рисе было показано, что металлы 
влияют на метилирование ДНК. Изменение 
паттернов метилирования было установлено 
для четырех из 6 исследованных мобильных 
элементов и для 11 из 12 тестированных низ-
кокопийных генов, кодирующих белки [31]. 
Во всех случаях было выявлено только гипо-
метилирование по сайтам CHG [31, 36].

Для исследования метилирования ДНК 
ели европейской возможно использование 
разных подходов и сочетание различных ме-
тодов, разработанных для других живых объ-
ектов [5, 14]. Одним из широко распростра-
ненных и малозатратных является подход, 
основанный на использовании ферментов 
рестрикции. Применение этой группы мето-
дов позволяет оценить профили метилирова-
ния ДНК на геномном уровне в сайтах ре-
стрикции конкретных рестриктаз. Детекция 
результатов метил-зависимой рестрикции 
может проводиться с применением разных 
методик, в том числе с помощью ПЦР.

Нами был апробирован метод MS-ISSR 
(methylation-sensitive ISSR), который пред-
ставляет собой один из вариантов рестрик-
ционного анализа с последующей детекцией 
его результатов с помощью ПЦР с межми-
кросателлитными праймерами (ISSR) [4]. 
Были использованы 2 рестриктазы-изошизо-
мера – Msp I и Hpa II, распознающие в каче-
стве «мишени» последовательность 5’-CCGG 
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и различающиеся по своей чувствительности 
к метилированию этого сайта рестрикции 
[27]. В зависимости от профиля метилирова-
ния геномной ДНК изучаемые образцы мо-
гут разделяться на четыре группы: 1) ДНК 
разрезается обеими рестриктазами (Msp I+/
Hpa II+); 2) ДНК не разрезается ни одной из 
рестриктаз (Msp I–/Hpa II–); 3) ДНК разре-
зается Msp I, но не Hpa II (Msp I+/Hpa II–); 
4) ДНК разрезается Hpa II, но не Msp I 
(Msp I–/Hpa II+).

Для создания ISSR-маркеров использу-
ют праймеры, комплементарные микроса-
теллитным повторам, многочисленным и 
относительно равномерно распределенным 
по геному. Праймер содержит 4–12 единиц 
повтора (мотива) и имеет на одном из кон-
цов последовательность из 1–4 произволь-

ных нуклеотидов (так называемый «якорь»). 
Полученные ПЦР-продукты относятся к 
маркерам доминантного типа наследования, 
полиморфизм которых тестируется по нали-
чию/отсутствию полосы. При проведении 
ISSR-ПЦР между близко расположенными 
и инвертированными SSR-участками гене-
рируется огромное количество ампликонов. 
Если геномная ДНК перед проведением 
ISSR-анализа будет обработана рестриктаза-
ми, разрезающими или не разрезающими 
один и тот же участок цепи ДНК в зависи-
мости от его метилирования, то полученные 
в результате ПЦР спектры амплифициро-
ванных фрагментов отразят различия в уров-
не метилирования ДНК у изучаемых образ-
цов. Принцип MS-ISSR представлен на ри-
сунке 1.

Рис. 1. Принцип MS-ISSR (methylation-sensitive ISSR) [4]: а – метилированный сайт 
рестрикции 5’-mCmCGG не разрезается Msp I или Hpa II – фрагмент амилифицируется; 

б – деметилированный сайт 5’-CCGG служит мишенью для Msp I или Hpa II, 
ДНК матрица разрезается, ПЦР-фрагмент не амплифицируется
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Наличие «лишнего» продукта ПЦР в тре-
ке  с  ДНК,  предварительно  обработан-
ной Msp I, свидетельствует о метилировании 
внешнего цитозина в сайте рестрикции; нали-
чие продукта ПЦР в лунке с ДНК, предвари-
тельно обработанной Hpa II указывает на ме-
тилирование внутреннего цитозина. Одина-
ковые паттерны ДНК-фрагментов указывают 
на то, что в сайте рестрикции использованных 
эндонуклеаз метилирование отсутствует и обе 
рестриктазы одинаково разрезают ДНК. На 
синтезированных полуметилированных оли-
гонуклеотидах было показано, что оба фер-
мента разрезают двуцепочечную ДНК в сайте 
рестрикции, если метилирован третий вне-
шний цитозин [12].

ISSR-анализ используется рядом авторов 
для паспортизации клоновых плантаций, 
идентификации ценных генотипов и есте-
ственных популяций хвойных пород [9, 11, 15, 
28, 34]. Основными преимуществами ISSR-
маркеров считают воспроизводимость резуль-
татов, дешевизну и простоту. К недостаткам 
относят трудоемкость подбора праймеров, 
доминантный тип наследования и наличие 
эффекта реамплификации.

Целью выполненной нами работы была 
оценка возможности использования метода 
MS-ISSR для характеристики профилей мети-
лирования ДНК ели европейской в условиях 
антропогенного загрязнения, связанного с 
деятельностью металлургического предприя-
тия, и в фоновых насаждениях.

Материалы и методы
Объектами исследования являлись древо-

стои ели европейской, находящиеся в 5 и 
31 км от стационарного источника загрязне-
ния – металлургического предприятия в 
г. Гатчина Ленинградской области, где ранее 
нами были заложены пробные площади. Кон-
тролем служили насаждения, расположенные 
в 31 км от г. Гатчины и в Тосненском районе.

В работе использовано 2 образца хвои (ге-
нотипы № 1 и № 2 возрастных елей) с пробных 
площадей на опытном объекте в 5 км от ста-

ционарного источника загрязнения и по 1 об-
разцу (генотипы № 3 и № 4) с опытных площа-
дей в 31 км от г. Гатчины и вблизи г. Тосно.

В хвое опытных елей ранее нами было 
определено содержание металлов Mn, Zn, Cu, 
Fe, Pb, Cr, Ni, Cd и серы (неопубликованные 
данные). Элементный анализ проводили по 
общепринятым методикам [6, 7] по аутсор-
сингу в ФБУ «Рослесозащита».

Известно, что комплексное влияние тех-
ногенных факторов вызывает трансформа-
цию соотношений биофильных и техноген-
ных элементов в органах растений [8]. Отно-
шение концентраций Pb/Mn в хвое Н.А. Бо-
родина предложила использовать в качестве 
показателя устойчивости растений к техно-
генному загрязнению [1]. По ее данным, на 
фоновой территории величина Pb/Mn у сос-
ны составляет 0,002 и увеличивается в загряз-
ненных насаждениях в 1,5–5 раз.

В нашем случае отношение Pb/Mn в хвое 
генотипов 1 и 2 составляло 0,006 и 0,009, что в 
3 и 4,5 раза, соответственно, что превышало 
этот показатель в референсных фоновых на-
саждениях хвойных пород. В генотипах 3 и 4 
это соотношение было равно 0,004 и 0,001. То 
есть у генотипа 3 показатель был в 2 раза 
выше рефренсного, у генотипа 4 – в 2 раза 
ниже. Хвоя ели у всех изученных деревьев не 
имела визуальных признаков повреждения. 
Поскольку для хвои ели нет установлен-
ных ПДК, повышение значения отношения 
Pb/Mn в хвое выше 0,002 считается маркером 
негативного влияния загрязниений на ели.

ДНК выделяли из хвои, хранящейся при 
–80 °С модифицированным методом со CTAB 
[33]. Измельчение хвои проводили в ступках с 
использованием жидкого азота. Качество вы-
деленной ДНК проверяли с помощью спек-
трофотометра и электрофореза в агарозном 
геле. Для работы использовали образцы высо-
комолекулярной ДНК с соотношением по-
глощения А260/280 1,8–1,9.

Рестрикцию 3 мкл геномной ДНК (при-
близительно 300 нг) проводили в общем объе-
ме  15 мкл, содержащем  10,25 мкл  H2O, 
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1,5 мкл 10х буфера В и 0,25 мкл (1 ед.) ре-
стриктазы (Msp I или Hpa II, ООО «СибЭн-
зим», Россия). Инкубирование осуществляли 
в течение 3 ч при 37 °С.

ПЦР-смесь объемом 15 мкл содержала 
1х ПЦР-буфер, 1,5  мМ MgCl2, 0,2 мМ dNTPs, 
0,5 мкМ праймера, 1 единицу Taq ДНК-поли-
меразы и 2 мкл инкубированной рестрикци-
онной смеси, содержащей фрагменты ДНК, 
разрезанные одной из рестриктаз-изошизо-
меров (Msp I или Hpa II).

ПЦР-реакцию проводили в следующем 
режиме: 5 мин при 95 °С, 39 циклов (30 се-
кунд –95 °С, 45 секунд – Та °С и 1 мин при 
72 °С), заключительная элонгация – 10 мин 
при 72 °С перед охлаждением пробы до 4 °С.

Амплифицированные фрагменты ДНК 
разделяли в 1,5 %-ном агарозном геле, содер-
жащем 0,5хTBE и 0,5 мг/л этидиум бромида.

Было протестировано 7 ISSR праймеров, 
характеристика которых представлена в таб-
лице 1.

Таблица 1
Последовательности ISSR-праймеров, использованных в работе

ISSR-праймер Последовательность, 5’→3’ Температура отжига (Та), ºС*

М 2 (АС)8(C/T)G 60

М 3 (GA)8(C/T)C 60

М 4 (AG)8(C/T)C 58

М 5 (AT)8 34

М 9 (GACAC)4 52

М 11 (CA)6 (A/G) 43

М 14 (GACA)4 54

Примечание. * – температуры отжига конкретных праймеров

Результаты исследований
Результаты ПЦР с праймером М 2 в 

1,5 %-ном агарозном геле показаны на рисун-
ке 2. Как видим, разные спектры фрагмен-
тов ДНК отмечены в генотипах 1 (пробная 
площадь в 5 км от предприятия) и 3 (контроль, 
31 км от г. Гатчины). Стрелками отмечен про-
дукт длиной около 450 п. н. (пар нуклеотидов), 
синтезированный при амплификации ДНК 
(генотип 1), разрезанной рестриктазой Hpa II. 
То есть в этом фрагменте ДНК метилирован 
внутренний цитозин сайта рестрикции фер-
ментов Msp I и Hpa II: 5’-CCGG. При перева-
ривании нативной ДНК рестриктазов Msp I 
этого продукта нет. При амплификации ДНК 
генотипа 3, напротив, продукт ПЦР длиной 
около 490 п.н. присутствует только в случае пе-
реваривания ДНК рестриктазой Msp I, что 

указывает на метилирование внешнего цито-
зина в сайте рестрикции.

На рисунке 3 показаны результаты детек-
ции рестрикционого анализа ферментами-
изошизомерами Msp I и Hpa II с помо-
щью ПЦР с ISSR-праймером М 4. Как видим, 
измененные паттерны фрагментов ДНК при 
ISSR-анализе выявлены в генотипах 1 и 2.

Результаты детекции ПЦР-продуктов с 
использованием праймера М 9 представлены 
на  рисунке  4. Как  видим, метилирова-
ние ДНК выявлено в генотипах 2, 3 и 4.

Визуализация результатов переварива-
ния ДНК ферментами-изошизомерами Msp I 
и Hpa II с помощью ISSR-праймера М 14 по-
казана на рисунке 5. На геле видно, что разли-
чия в спектрах фрагментов ДНК выявлены в 
генотипе 4.
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Рис. 2. Визуализация ПЦР-продуктов при использовании праймера ISSR М  2 
(1 и 14 – молекулярный стандарт 100bp; 2, 3, 8, 9 – ДНК разрезаны рестриктазой Msp I 

перед проведением ПЦР; 4, 5, 10, 11 – ДНК разрезаны рестриктазой Hpa II перед 
проведением ПЦР; 6, 7, 12, 13 – ДНК-контроль; М 2 – ISSR-маркер; (1), (2) – образцы ДНК 

из загрязненного насаждения; (3), (4) – образцы ДНК из контрольных насаждений)

Рис. 3. Визуализация ПЦР-продуктов при использовании праймера ISSR М 4 
(1 и 14 – молекулярный стандарт 100bp; 2, 3, 8, 9 – ДНК разрезаны рестриктазой Msp I 

перед проведением ПЦР; 4, 5, 10, 11 – ДНК разрезаны рестриктазой Hpa II перед 
проведением ПЦР; 6, 7, 12, 13 – ДНК-контроль; М 4 – ISSR-маркер; (1), (2) – образцы ДНК 

из загрязненного насаждения; (3), (4) – образцы ДНК из контрольных насаждений)
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Рис. 4. Визуализация ПЦР-продуктов при использовании праймера ISSR М 9 
(1 и 14 – молекулярный стандарт 100bp; 2, 3, 8, 9 – ДНК разрезаны рестриктазой Msp I 

перед проведением ПЦР; 4, 5, 10, 11 – ДНК разрезаны рестриктазой Hpa II перед 
проведением ПЦР; 6, 7, 12, 13 – ДНК-контроль; М 9 – ISSR-маркер; (1), (2) – образцы ДНК 

из загрязненного насаждения; (3), (4) – образцы ДНК из контрольных насаждений)

Рис. 5. Визуализация ПЦР-продуктов при использовании праймера ISSR М 14 
(1 и 14 – молекулярный стандарт 100bp; 2, 3, 8, 9 – ДНК разрезаны рестриктазой Msp I 

перед проведением ПЦР; 4, 5, 10, 11 – ДНК разрезаны рестриктазой Hpa II перед 
проведением ПЦР; 6, 7, 12, 13 – ДНК-контроль; М 14 – ISSR-маркер; (1), (2) – образцы ДНК 

из загрязненного насаждения; (3), (4) – образцы ДНК из контрольных насаждений)
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Проанализировав полученные электро-
фореграммы, можно обобщить различия в 
использовании ISSR-праймеров для выявле-
ния профилей метилирования ДНК елей и 
оценить результаты их использования по сле-
дующим параметрам:

– эффективность применения – пока-
зывает для скольких генотипов ели из об-
щего  числа  изученных  удалось  выявить 
факт метилирования ДНК в процентном 
выражении (100 % – на всех 4-х образцах, 
75 % – в 3-х из 4-х образцов, 50 % – в по-

ловине образцов, 25 % – в 1-м из 4-х об-
разцов);

– полиморфизм – выраженность обнару-
женных различий полученного изображения, в 
баллах: 3 балла – ярко выраженные, 2 балла – 
выраженные, 1 балл – слабо выраженные;

– чёткость визуализации изображения 
(чёткое – Ч, нечёткое – Н).

В таблице 2 обобщены свойства прайме-
ров, характеризующие их способность к выявле-
нию различий в спектрах метилирования ДНК, 
на основе полученных электрофореграмм.

Таблица 2
Характеристика ISSR-праймеров по их пригодности к выявлению 

паттернов метилирования ДНК ели

Праймеры
Полиморфизм генотипов 

ели европейской Эффективность 
применения, %

Чёткость 
визуализации

1 2 3 4

М 2 +/1 - +/2 - 50 Н

М 3 - - - - 0 -

М 4 +/2 +/3 - - 50 Ч

М 5 - - - - 0 -

М 9 - +/3 +/3 +/1 75 Ч

М 11 - - - - 0 -

М 14 - - - +/3 25 Ч

Примечание. «+» – эффективное выявление различий, «-» – отсутствие различий.

Заключение
Таким образом, было показано, что вы-

бранный для апробации MS-ISSR-метод при-
годен для обнаружения профилей метилирова-
ния ДНК Picea аbies. Из тестированных ISSR-
праймеров наиболее эффективным оказал-
ся М 9, который выявил результат в 75 % иссле-
дований на 3-х из 4-х генотипов ели. Меньшую 
эффективность (50 %) имели праймеры М 2 и 
М 4, наиболее низкую эффективность (25 %) – 
праймер М 14. Не выявили различий в уровнях 
метилирования ДНК праймеры М 3, М 5 и 

М 11. В будущих исследованиях планируется 
оценить эффективность отобранных прайме-
ров на большем числе генотипов ели, и при не-
обходимости – подобрать другие праймеры, 
отличающиеся высокими полиморфизмом, 
эффективностью применения и чёткостью ви-
зуализации изображений.

Исследование выполнено за счет средств 
федерального бюджета в рамках государствен-
ного задания ФБУ «СПбНИИЛХ» (№ 053-
00012-21-00).
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