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Аннотация. Современные методы исследования нуклеиновых кислот показали наличие в составе 
ДНК модифицированных азотистых оснований, главным образом, в виде их метилирования. Несмотря 
на то, что за последние несколько десятилетий было проделано много работы по выяснению роли 5-
метилцитозина, только в последнее время было признано, что N(6)-метиладенин (6mA) - N6-метиладе-
нин присутствует в количественных и биологически активных уровнях в ДНК эукариотических клеток. 
Установлено, что содержание 6mА может варьировать более чем на порядок в пределах изогенной по-
пуляции организмов и уровни 6mА у этих организмов могут быть особенно чувствительны к незначи-
тельным изменениям в окружающей среде, например, к стрессовым факторам. Метилспецифичная ре-
стрикция эндонуклеазой Mal 1 позволила выявить изменение аденилатного метильного статуса ДНК 
клеток листьев пшеницы в условиях солевого стресса. Это рестрицирующий фермент, распознающий 
метилированный аденин в составе последовательности нуклеотидов GATC и осуществляющий сим-
метричную рестрикцию по данному сайту. Применение гуанидин-изотиоцианатной экстракции позво-
лило выделить общую ДНК из клеток листьев пшеницы практически без следов деградации, что явля-
ется необходимым условием для дальнейших аналитических исследований. Использование электрофо-
ретического метода, обеспечивающего разделение фрагментов рестрикции на основе их заряда и раз-
мера, позволило оценить метильное состояние исследуемой последовательности ДНК листьев пше-
ницы в разных экспериментальных условиях. Анализ результатов рестрикционного анализа образцов 
ДНК пшеницы в разные часы засоления указывает, что в исследуемых образцах значительно меняется 
характер распределения продуктов рестрикции на основе их размера, что свидетельствует об измене-
нии метильного статуса аденина в составе сайта GATC. Результаты денситометрии свидетельствуют 
об увеличении продуктов рестрикции по анализируемым сайтам. Относительно контрольного вари-
анта, где обнаружены, в основном, высокомолекулярные рестрикционные фрагменты, на 24 час инку-
бации растений в растворе хлорида натрия основная доля продуктов рестрикции эндонуклеазой Mal 1 
приходилась на низкомолекулярные. Увеличение продуктов рестрикции геномной ДНК пшеницы на 
24 час эксперимента свидетельствует о большем количестве метилированного аденина в составе сайта 
GATC в данный период эксперимента. Изменение характера распределения метилирования аденина 
может являться регуляторным механизмом контроля адаптивной реакции клеточного метаболизма ли-
стьев пшеницы на уровне экспрессионной активности соответствующих генов. 
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Abstract. Modern methods for the study of nucleic acids have shown the presence of modified nitrogenous 
bases in DNA, mainly, in the methylated form. Although many study were performed over the past few decades 
to elucidate the role of 5-methylcytosine, it has only recently been recognized that N(6)-methyladenine (6mA) 
- N6-methyladenine is present in quantitative and biologically active levels in the DNA of eukaryotic cells. It 
was established that 6mA content can vary by more than an order of magnitude within an isogenic population 
of organisms and 6mA levels in these organisms can be particularly sensitive to minor changes in the environ-
ment, for example, to stress factors. Methyl-specific restriction using Mal 1 endonuclease allowed to reveal 
changes in the adenylate methyl status of DNA in leaf cells of wheat under salt stress. This is a restriction 
enzyme that recognizes methylated adenine in the GATC nucleotide sequence and performs a symmetrical 
restriction at this site. The use of guanidine-isothiocyanate extraction allowed to isolate total DNA from leaf 
cells of wheat with virtually no signs of degradation, which is a necessary condition for further analytical 
studies. The use of the electrophoretic method, which ensures the separation of restriction fragments based on 
their charge and size, allowed to estimate the methyl state of the studied wheat leaf DNA sequence under 
different experimental conditions. Analysis of the results of restriction analysis of wheat DNA samples at dif-
ferent hours of salinity indicated that the distribution of restriction products based on their size significantly 
changes in the studied samples, which indicated a change in the methyl status of adenine in the GATC site. 
The results of densitometry indicate an increase in restriction products at the analysed sites. In comparison with 
the control variant, where mainly high molecular weight restriction fragments were found, at 24 h of incubation 
of plants in sodium chloride solution, the main share of products obtained by restriction with Mal 1 endonu-
clease was presented by low molecular weight fragments. An increase in wheat genomic DNA restriction prod-
ucts at the 24th hour of the experiment indicates a higher amount of methylated adenine in the GATC site 
during this period of the experiment. The changed in the distribution of adenine methylation may be a regula-
tory mechanism for the control of the adaptive response of cell metabolism in wheat leaves at the expression 
level of the corresponding genes. 
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Введение 
Солевой стресс, как важный фактор в 

исследовании адаптивной реакции расте-
ний, исследуется на уровне ферментатив-
ных систем [1, 2]. Одним из основных ме-
ханизмов адаптации растений к высо-
кому содержанию солей является ограни-
чение поступления Na+ в особо чувстви-
тельные к засолению ткани. Для осу-
ществления данного механизма важное 
значение играют цитоплазма и вакуоль, 

которые обеспечивают осмотический ба-
ланс в том числе за счет дополнительного 
биосинтеза осмолитов и накопления 
ионов калия. Биосинтетические про-
цессы, направленные на адаптацию к за-
солению, требуют притока энергии, необ-
ходимой для координации углеводного и 
азотного обмена [3]. Полученные ранее 
данные свидетельствуют, что солевой 
стресс вызывает изменение содержания 
мРНК генов ряда изоферментов, что кор-
релирует с их ферментативной активно-
стью в данных условиях. При этом, 
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между метильным статусом промоторов 
генов, в составе которых обнаружены 
CpG-островки, и уровнем их транскрип-
тов наблюдается зависимость [4, 5]. Не-
смотря на то, что за последние несколько 
десятилетий было проделано много ра-
боты по выяснению роли 5-метилци-
тозина, только в последнее время было 
признано, что N6-метиладенин (6mA) при-
сутствует в количественных и биологиче-
ски активных уровнях в ДНК эукариоти-
ческих клеток. Несколько исследований 
показали, что метилирование N6-аденина 
коррелирует с повышенной экспрессией 
генов [6]. Анализ кристаллической струк-
туры ДНК показал, что 6мА может изме-
нить ее вторичную структуру за счет из-
менения как стабильности пары основа-
ний, так и укладки оснований [7], что 
напрямую отражается в характере взаи-
модействия с факторами транскрипции. 

Относительно немного данных име-
ется о функциональной важности ДНК-
6mA в геномах эукариотических организ-
мов, в том числе и о роли 6mA в динами-
ческой регуляции биологических процес-
сов [8, 9]. Предполагается, что уровни 
6mА у эукариот могут быть особенно чув-
ствительны к незначительным измене-
ниям в окружающей среде, например, к 
стрессовым факторам [6, 10]. В частно-
сти, установлена светозависимость ско-
рости функционирования аденин-ДНК-
метилтрансфераз, что находит свое отра-
жение в увеличении числа метилирован-
ных аденинов в сайтах GATC. Появление 
в клетке активной формы фитохрома при 
облучении красным светом вызывает уве-
личение доли метилированных аденинов 
в промоторе гена цитратсинтазы. Меха-
низмом регуляции в данном случае явля-
ется контроль экспрессии гена n6amt1 
[11]. Целью данного исследования явля-
лось изучение изменения аденилатного 
метильного статуса ДНК по сайтам 
GATC в листьях пшеницы в условиях за-
соления 150 мМ хлоридом натрия. 

 

Экспериментальная часть 
В качестве объекта исследования были 

использованы листья 14-дневной пше-
ницы (Triticum aestivum L.), которая была 
выращена гидропонным способом при 
дневном 12 часовом световом дне с ин-
тенсивностью света 90 мкмоль кван-
тов·м-2·с-1 при температуре окружающей 
среды 25оС. 

Постановка эксперимента по дей-
ствию солевого стресса осуществлялась 
путём помещения растений из опытной 
группы, с предварительно удаленной 
корневой системой, в 150 мМ водный 
раствор хлорида натрия (NaCl) на 24 часа. 
В качестве контрольной группы исполь-
зовались растения, помещённые в воду на 
24 часа. У данной группы корневая си-
стема также предварительно удалялась. 
Образцы для исследования отбирались 
через 6, 12 и 24 часа от начала экспери-
мента. 

Геномную ДНК из листьев пшеницы 
выделяли методом фазового распределе-
ния, основанном на фенол-хлороформ-
ной экстракции. Специфическим осади-
телем в нашей работе выступал ацетат 
аммония [12].  

Для обнаружения метилированного 
статуса геномной ДНК по аденину ис-
пользовали фермент Mal 1 (SibEnzyme, 
Россия). Картину специфического гидро-
лиза геномной ДНК из листьев пшеницы 
в условиях различного светового режима 
определяли методом ограниченного ре-
стрикционного анализа (расщепление мо-
лекулы ДНК по специфическим сайтам) 
при обработке 2 мкг ДНК, при помощи 1 
единицы фермента в течение 4 часов при 
37оС [13]. 

Качественный анализ ДНК проводили 
путем электрофоретического исследова-
ния в геле 1% агарозы в течение 40 мин 
при напряжении 60 В. Электрофоретиче-
ское разделение нуклеиновых кислот 
осуществляли в электродном (TAE) бу-
фере: 200 мМ Трис, 100 мМ уксусная кис-
лота, 50 мМ ЭДТА, pH 8.4.  Красителем 
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выступал бромистый этидий, являю-
щийся интеркалирующим и флуоресци-
рующим при встраивании в молекулу 
нуклеиновой кислоты. 

Денситометрический анализ гелей 
осуществляли с применением программ-
ного обеспечения GelAnalyzer 19.1 
(www.gelanalyzer.com). 

Опыты проводились в 3-х кратной 
биологической и 4-х кратной аналитиче-
ской повторности. В таблицах и на рисун-
ках представлены данные опытов, в кото-
рых каждое значение это среднее ариф-
метическое, посчитанное по результатам 
трех повторностей. Данные были под-
вергнуты двустороннему дисперсион-
ному анализу (ANOVA) с использова-
нием программного обеспечения для ана-
лиза данных STATISTICA версии 9 
((Statsoft Wipro, East Brunswick, NJ, 
USA). Результаты представлены в виде 
средних значений и стандартных откло-
нений (SD). Обсуждаются статистически 
значимые различия при p<0.05 [14].  

Обсуждение результатов 
Для оценки метильного статуса геном-

ной ДНК листьев пшеницы в условиях за-
соления 150 мМ хлоридом натрия из ис-
следуемых образцов была выделена ге-
номная ДНК с использованием метода гу-
анидин-изотиоцианатной экстракции без 

следов деградации, что является необхо-
димым условием для дальнейшего прове-
дения аналитических исследований (рис. 1). 

Для анализа метильного статуса аде-
нина (по сайту GATC) в составе ДНК был 
применен метод рестрикционного ана-
лиза с использованием эндонуклеазы Mal 
1, обеспечивающий симметричное рас-
щепление ДНК по сайту Gm6A^TC, в со-
ставе которого аденин метилирован [15]. 

Полученные результаты метилспеци-
фичной рестрикции с применением эндо-
нуклеазы Mal 1 свидетельствуют об изме-
нении метильного статуса ДНК клеток 
листьев пшеницы в условиях солевого 
стресса. При воздействии хлорида натрия 
на растения в геноме ДНК исследуемых 
растений наблюдается существенное от-
личие в количестве продуктов рестрикци-
онного анализа, что находит отражение в 
изменении числа рестрикционных фраг-
ментов на агарозном геле после электро-
форетического разделения. Агарозный 
гель позволяет эффективно разделить 
продукты рестрикции на основании их 
размера. Величина отрицательного за-
ряда нуклеиновой кислоты слабо зависит 
от pH раствора, вследствие чего разделе-
ние на фракции происходит в основном 
за счет различия в линейных размерах 
молекул [16].  

Установлено, что значительно меня-
ется характер распределения метилиро-
ванного аденина в составе GATC сайтов. 

 
Рис. 1. Геномная ДНК из листьев пшеницы в условиях засоления. 0 – растения, экспо-

нируемые в стандартных условиях (контроль), 6 – растения, выдержанные в 150 мМ хло-
риде натрия в течение 6 часов, 12 – растения, выдержанные в 150 мМ хлориде натрия в те-
чение 12 часов, 24 – растения, выдержанные в 150 мМ хлориде натрия в течение 24 часов. 

Fig. 1. Genomic DNA from wheat leaves under salt stress conditions. 0 – plants incubated 
under standard conditions (control), 6 – plants incubated in 150 mM sodium chloride for 6 hours, 
12 – plants incubated in 150 mM sodium chloride for 12 hours, 24 – plants incubated in 150 mM 

sodium chloride for 24 hours. 
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Об этом свидетельствуют результаты ре-
стрикционного анализа, в ходе которого 
установлено изменение в размерах про-
дуктов специфического гидролиза по 
сайтам GATC. Следовательно, изменение 
паттерна метилирования аденина носит 
солезависимый характер. При денсито-
метрическом анализе результатов элек-
трофоретического разделения продуктов 
специфического рестрикционного ана-
лиза геномной ДНК пшеницы по сайтам 
GATC в разные часы засоления наблюда-
ется изменение профиля метилирования 
анализируемой ДНК по аденину. Резуль-
таты денситометрии свидетельствуют об 
увеличении продуктов рестрикции по 

анализируемым сайтам (рис. 2). Относи-
тельно контрольного варианта, где обна-
ружены, в основном, высокомолекуляр-
ные рестрикционные фрагменты, на 24 
час инкубации растений в растворе хло-
рида натрия основная доля продуктов ре-
стрикции эндонуклеазой Mal 1 приходи-
лась на низкомолекулярные. Следова-
тельно, к 24 часу солевого стресса в рас-
тениях пшеницы увеличился адениновый 
метильный статус геномной ДНК.  

Анализ результатов рестрикционного 
анализа образцов ДНК пшеницы в разные 
часы засоления указывает, что в исследу-
емых образцах значительно меняется ха-

 
Рис. 2. Денситограмма образцов геномной ДНК пшеницы при солевом стрессе, под-

вергшихся рестрикции эндонуклеазой Mal 1. ДНК – геномная ДНК из листьев пшеницы. 
0 – растения, экспонируемые в стандартных условиях (контроль), 6 – растения, выдер-
жанные в 150 мМ хлориде натрия в течение 6 часов, 12 – растения, выдержанные в 150 
мМ хлориде натрия в течение 12 часов, 24 – растения, выдержанные в 150 мМ хлориде 

натрия в течение 24 часов. 
Figure 2. Densitogram of wheat genomic DNA samples under salt stress subjected to re-

striction with Mal 1 endonuclease. DNA - genomic DNA from wheat leaves. 0 – plants incu-
bated under standard conditions (control), 6 – plants incubated in 150 mM sodium chloride for 6 
hours, 12 – plants incubated in 150 mM sodium chloride for 12 hours, 24 – plants incubated in 

150 mM sodium chloride for 24 hours. 
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рактер распределения продуктов ре-
стрикции, пройденное ими расстояние 
при электрофоретическом разделении в 
1% агарозном геле от стартовой точки, 
что свидетельствует об изменении ме-
тильного статуса аденина в составе сайта 
GATC (табл. 1). Показано, что для кон-
трольных растений (0 часов) характерно 
наличие крупных продуктов рестрикции, 
о чем свидетельствуют фрагменты, про-
шедшие расстояние от 125 до 410 мм в ге-
левой пластинке. На 6 и 12 час экспози-
ции растений в 150 мМ растворе хлорида 
натрия наблюдается изменение размера 
рестрикционных фрагментов, которые 
имеют меньший размер по сравнению с 

рестрикционными фрагментами кон-
трольных растений. В этих образцах ре-
стрикционные фрагменты располагались 
в пределах от 300 до 750 мм от стартовой 
точки на геле.  

К 24 часу экспозиции растений пше-
ницы в 150 мМ растворе хлорида натрия 
обнаружено максимальное количество 
продуктов рестрикции по сайту GATC, 
которое составляет 12. Увеличение про-
дуктов рестрикции геномной ДНК пше-
ницы на 24 час эксперимента свидетель-
ствует о большем количестве метилиро-
ванного аденина в составе сайта GATC в 
данный период эксперимента. При этом 
основное количество рестрикционных 
фрагментов имеет небольшой размер, что 

Таблица 1. Распределение продуктов рестрикции геномной ДНК пшеницы эндонуклеазой 
Mal 1 при засолении 
Table 1. Distribution of restriction products of wheat genomic DNA by Mal 1 endonuclease under 
salt stress 

Расстояние от стартовой 
точки, мм 

Время экспозиции в 150 мМ растворе 
хлорида натрия, час 

0 6 12 24 
125 +    
150 +    
210    + 
270 +    
300   +  
330   +  
350    + 
370 +    
400   +  
410 + +   
420   +  
460  +   
500  +   
510    + 
530  +   
560    + 
570    + 
600  + +  
610    + 
650    + 
660    + 
670    + 
740   +  
750   +  
760    + 
780    + 
850  +   
910 +   + 
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отражается в пройденном ими расстоя-
нии от начала геля.  10 из 12 продуктов 
рестрикции находились в пределах от 510 
до 910 мм от стартовой точки на гелевой 
пластинке. 

Заключение 
Проведенные исследования по метил-

специфичной рестрикции геномной ДНК 
пшеницы с применением эндонуклеазы 
Mal 1 свидетельствуют об изменении ее 
метильного статуса в условиях солевого 
стресса. Изменение количества продук-
тов рестрикции указывает на различие в 
метильном статусе ДНК пшеницы в зави-
симости от времени действия солевого 
стресса на растения. Увеличение количе-
ства продуктов рестрикции к 24 часу экс-
позиции растений в 150 мМ растворе хло-
рида натрия указывает на увеличение ко-
личества метилированного аденина в сай-
тах GATC, специфически гидролизуемых 
эндонуклеазой Mal 1.  

Следовательно, изменение паттерна 
метилирования аденина носит солезави-
симый характер. По мере развития адап-
тивной реакции клеточного метаболизма 
на засоление в клетках листьев пшеницы 
увеличивается метильный статус геном-
ной ДНК по аденину, что обусловлено ак-
тивацией аденин-ДНК-метилтрансфера-
зой. Метилирование N6-аденина вызы-
вает увеличение экспрессионной актив-
ности генов [6], в том числе и генов, от-
ветственных за синтез осмолитов, что мо-
жет выступать механизмом адаптации к 
действию стрессового фактора. 
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