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Аннотация. В работе представлены данные секвенирования, de novo сборки и функциональная аннотация 
транскриптома каллусной культуры Rumex acetosa . Каллусную культуру поддерживали в течение двенадца-
ти месяцев в присутствии бензиладенина и нафтилуксусной кислоты. Библиотеку кДНК готовили с исполь-
зованием метода лигирования адаптеров по стандартному протоколу производителя секвенатора. В работе 
не использовали технику «shotgun», так как требовался только спектр экспрессирующих генов. Всего было 
получено 74067 прочтений с общим содержанием нуклеотидов 25110194 п.о. В результате сборки было полу-
чено 10169 контиг cо средней длиной 339 п.о. На основе гомологии последовательностей из общего количе-
ства контиг в категории «биологические процессы» доминировали для транскриптома каллуса: «процессы 
клеточного метаболизма», «процессы метаболизма азота», «биосинтетические процессы» и «процессы мета-
болизма органических субстанций». В категории «молекулярные функции» доминировали: «трансферазная 
активность», «активность связывания гетероцикличных соединений» и «активность связывания ионов». В 
категории «клеточный компонент» доминировали: «макромолекулярный комплекс», «органеллы», «клетка», 
«мембрана». По сравнению с контрольным транскриптомом полученный нами результат отличался снижен-
ным разнообразием GO подкатегорий. Вариации в экспрессии групп генов могут являться доказательством 
эпигенетической изменчивости, выявленными нами в результате анализа транскриптома и GO аннотации. 
Пул мРНК менее разнообразен в каллусных линиях, что, видимо, связано со снижением специализации и 
дедифференцировкой клеток. Для пула мРНК культуры клеток R. acetosa было отмечено высокое содержание 
транскриптов ретроэлементов, таких как Copia и Gypsy. Подобные результаты свидетельствуют о возможном 
стрессовом ответе культур in vitro клеток и тканей R. acetosa и высокой изменчивости генома.
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Summary. The paper presents sequencing data, de novo assemblies and a functional annotation of transcriptome 
of the callus culture of Rumex acetosa L. The callus culture was maintained for twelve months in the presence of 
benzyladenine and naphthylacetic acid. The cDNA library was prepared using the adapter ligation method according 
to the standard protocol of the sequencer manufacturer. In the work, the “shotgun” technique was not used, since only 
the spectrum of the expression genes was required. In total it was obtained 74067 reads with a total 25,110,194 bp 
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nucleotides. 10169 contigs were obtained in the resulting assembly with a medium length of 339 bp. Based on the se-
quence homology of total contigs in the category of biological processes for transcriptome callus, “cell metabolism”, 
“nitrogen metabolism”, “biosynthetic processes” and “metabolic processes of organic substances” dominated. In the 
category of molecular function, “transferase activity”, “heterocyclic compounds binding activity” and “binding the 
ions” dominated. In the category of the cellular component, the “macromolecular complex”, “organelles”, “cell”, 
“membrane” dominated. In comparison with the control transcriptome, the result obtained by us was distinguished by 
a reduced variety of GO subcategories. Variations in the expression of gene groups may proof epigenetic variation, 
which we have identified by GO annotations and transcriptome analysis. The mRNA pool is less diverse in callus 
lines, which, apparently, is associated with reduced specialization and dedifferentiation of cells. For the mRNA pool 
of R. acetosa cell culture, a high content of transcripts of retroelements, such as Copia and Gypsy, was noted. Similar 
results indicate a possible stress response of in vitro culture of cells and tissues of R. acetosa and high genome vari-
ability. 

Введение
Культуру клеток и тканей растений in vitro ис-

пользуют во всем мире для микроразмножения, 
сохранения биоразнообразия, исследования из-
менения генома изолированных клеток, генной 
инженерии уже многие десятки лет. Благодаря 
явлению тотипотентности растений возможно 
вызвать дедифференцировку клеток и под воз-
действием регуляторов роста индуцировать 
регенерацию. Возможность получения тысяч 
особей растений из небольшого фрагмента тка-
ни является привлекательной для сохранения 
редких, исчезающих и эндемичных видов рас-
тений. В сохранении генофонда растений более 
всего нуждаются редкие и исчезающие виды, 
эндемики и растения, имеющие большое хозяй-
ственное значение. В настоящее время число 
видов, находящихся под угрозой исчезновения, 
постоянно увеличивается из-за климатических 
изменений и активной хозяйственной деятель-
ности человека. На основе методов культуры in 
vitro разрабатываются технологии сохранения 
биоразнообразия различных растительных объ-
ектов в сохраняемых коллекциях клеток, тканей, 
изолированных органов и микроклонально раз-
множаемых растений. Коллекции поддержива-
ются путем субкультивирования в пересадочной 
культуре. Подобные подходы трудозатратны 
и требуют тщательного поддержания условий 
культивирования во избежание изменчивости. 
Эпигенетическая изменчивость зачастую не при-
водит к изменению фенотипических признаков, 
тогда как генетические полиморфизмы могут 
повлиять на фенотип даже через несколько по-
колений при половом размножении. Для многих 
видов генетическая стабильность подтверждена 
молекулярно-генетическими методами. Так, для 
Hedysarum theinum Krasnob. показана стабиль-
ность регенерантов на протяжении пяти пасса-
жей и их идентичность материнскому растению 
(Erst et al., 2015). Однако подобные примеры 

являются скорее исключением, и мутагенез in 
vitro проявляется на различных уровнях органи-
зации генома (Hofmann et al., 2004; Machczyńska 
et al., 2015). Различные способы и стадии куль-
тивирования также могут оказывать разное воз-
действие на полиморфизм ДНК. Например, для 
Fragaria vesca L. в результате криосохранения 
тканей апекса показано, что у посткриогенных 
регенерантов появление морфологически изме-
ненных форм растений не было отмечено, тогда 
как вариабельность ДНК-маркеров снижалась 
в два раза, независимо от продолжительности 
дегидратации (Solov’eva et al., 2016). В то же 
время, по данным Бутенко (Butenko, 1999), раз-
личные виды растений в коллекции проходят 
своеобразную эволюцию по типу конвергенции 
и дивергенции. Существует множество подходов 
к уменьшению скорости подобной «эволюции» 
in vitro – низкие температуры, гипоксия, исполь-
зование осмотиков и веществ, тормозящих рост 
и развитие растений.

Изменчивость сомаклонов в результате куль-
тивирования in vitro доходит до 40 % уже после 
3–4 пассажей и зависит от характера используе-
мых фитогормонов (Khan et al., 2008). Отмече-
ны изменения генотипа при изменении состава 
питательной среды и условий выращивания, 
в частности, при переходе от поверхностного 
выращивания каллусной ткани к глубинному 
(Spiridonova et al., 2007). Исследования дина-
мики изменений генома культур клеток и тка-
ней, а также поиск способов снижения данных 
изменений необходимы как для лекарственных 
растений, культивируемых на данный момент, 
так и для заново вводимых в культуру in vitro. 
Ставится под сомнение сохранение редких и 
исчезающих растений с помощью методов био-
технологии, широко используемых при реализа-
ции программ по сохранению биоразнообразия 
и генетических ресурсов, так как отсутствует 
универсальный подход по культивированию in 
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vitro из-за возможных генетических перестроек, 
кардинально меняющих структуру генома и от-
ражающихся на анатомо-морфологических при-
знаках. Между тем, методы биотехнологии рас-
тений широко используются как в промышлен-
ности, так и в лабораториях по всему миру без 
анализа генетических изменений. Целью насто-
ящей работы является секвенирование и аннота-
ция транскриптома каллусной культуры Rumex 
acetosa L. после двенадцати месяцев культиви-
рования.

Материалы и методы
Культивирование in vitro изолированных тка-

ней и органов растений осуществляли согласно 
общепринятым рекомендациям с вариациями 
(Butenko, 1999). На различных этапах экспери-
ментальной работы использовали минеральную 
основу питательных сред Мурасиге-Скуга c 
добавлением 30 г/л сахарозы и 0,3 % фитагеля 
(Murashige, 1962; Muratova et al., 2010). Суще-
ственным моментом, обеспечивающим длитель-
ное поддержание активно пролиферирующей 
культуры in vitro, является выбор питательной 
среды и оптимальное соотношение регуляторов 
роста. Как показали результаты наших исследо-
ваний, темпы роста каллуса R. acetosa макси-
мальны при концентрациях 1 мг/л бензиладени-
на и 2 мг/л нафтилуксусной кислоты.

РНК выделяли из образцов R. acetosa со ста-
дии культивирования каллуса 12 месяцев. Для 
выделения РНК использовали следующий про-
токол. 50–100 мг растительного материала из-
мельчали с помощью пластикового пестика в 
пробирке Эппендорф 1,5 мл. Добавляли 10 мкл 
папаина, 10 мкл меркаптоэтанола. Добавляли 700 
мкл буфера для денатурации (50 мМ Tris-HCl, 
10 мМ Трилон Б, 4 М Гуанидин тиоционат. рН 
4,3). Встряхивали на вортексе. Сразу добавляли 
300 мкл смеси хлороформ/изоамиловый спирт 
(92/8). Встряхивали до состояния эмульсии. 
Центрифугировали (ЦФ) 1 минуту при 13000 
g. Cупернатант переносили в новую пробирку. 
Добавляли равный объем смеси хлороформ/изо-
амиловый спирт. Центрифугировали 1 минуту 
на максимальных оборотах. Супернатант пере-
носили в новую пробирку. Добавляли равный 
объем холодного изопропанола. ЦФ 10 минут на 
максимальных оборотах. Изопропанол сливали. 
Осадок промывали в 70 % этаноле. ЦФ 30 се-
кунд. Остаток спирта удаляли пипеткой. Осадок 
растворяли в 250 мкл ТЕ-буфера. Добавляли 250 
мкл раствора для преципитации (6 М хлорид ли-

тия). Переносили на –20 °С, 10 мин ЦФ 10–20 
мин на максимальных оборотах. Супернатант 
удаляли пипеткой. Осадок ополаскивали в 70 % 
этаноле. Этанол удаляли. Осадок подсушивали 
на воздухе 10 мин. Растворяли в 20–50 мкл воды. 
К препарату РНК (2 мкг) добавляли 20 ед. инги-
битора РНКаз и 10 ед. ДНКазы. Инкубировали 
30 мин при 37 °C. Инактивировали фермент при 
65 °C в течение 20 мин. Ставили реакцию обрат-
ной транскрипции с поли-dT-олигонуклеотидом.

Для синтеза второй цепи кДНК в смесь для 
обратной транскрипции добавляли 0,2 мкг 
Random-гексануклеотида и 5 ед. фрагмента Кле-
нова. Инкубировали в амплификаторе в тече-
ние 2 часов при 37 °C. Двухцепочечную кДНК 
очищали с использованием магнитных частиц 
КлинМаг (Евроген, Россия) по протоколу произ-
водителя.

Библиотеку кДНК готовили с использова-
нием набора GS FLX Titanium Rapid Library 
Preparation Kits (Roche 454, Branford, CT). 
Эмульсионную ПЦР и пиросеквенирование 
подготавливали с использованием наборов 
Roche454 и осуществляли согласно инструкции 
производителя. Реакцию секвенирования про-
изводили на секвенаторе Roche 454 GSJunior. 
De novo сборку, нормализацию, поиск ошибок и 
дублированных последовательностей осущест-
вляли с использованием ПО Geneious, Biomatters 
Limited с покрытием не менее 40. Выявление ко-
дирующих последовательностей ДНК осущест-
вляли с использованием сервиса Augustus с ис-
пользованием стандартных настроек. В качестве 
стандартного организма использовали Solanum 
lycopersicum (Stanke, Morgenstern, 2005). Поиск 
гомологичных последовательностей по алгорит-
мам BLAST и GO (gene onthology) анализ для 
функциональной аннотации осуществляли с ис-
пользованием ПО Blast2GO со значением e-value 
не менее 1 х 10-3.

Результаты и обсуждение
В результате работы была подготовлена би-

блиотека кДНК каллуса 12-ти месяцев культи-
вирования, полученная после обогащения мРНК 
с поли-dT олигонуклеотидом в результате об-
ратной транскрипции тотальной РНК R. acetosa. 
Всего было получено 74067 прочтений с общим 
содержанием нуклеотидов 25110194 п.о. Сред-
няя длина прочтений составила 339 п.о. После 
de novo сборки было получено 10169 контигов 
с минимальной длиной 40 п.о., максимальной –  
7749 п.о. После поиска кодирующих последо-



122 Скапцов М. В. и др.  
Секвенирование и GO аннотация транскриптома культуры Rumex acetosa in vitro

вательностей ДНК было получено 3888 амино-
кислотных последовательностей. Для сравнения 
использовали массив данных секвенирования 
кДНК листьев R. acetosa, депонированной в базе 
данных NCBI SRA № ERX190909. После de novo 
сборки было получено 7803 контиги с мини-
мальной длиной 252 п.о., максимальной – 7063 
п.о. После поиска кодирующих последователь-
ностей ДНК было получено 4873 аминокислот-
ных последовательностей. Всего получено более 
7000 аннотаций. Большая часть аннотаций была 
получена в базе данных UniProtDB, оставшую-
ся часть составили TAIR, GR Protein и PDB. GO 
аннотация – международная система классифи-
кации для стандартизации функций генов, кото-
рая включает три GO категории: биологические 
процессы, молекулярные функции и клеточный 
компонент. На основе гомологии последователь-
ностей из общего количества контиг в категории 
«биологические процессы» доминировали для 
транскриптома каллуса: «процессы клеточного 
метаболизма», «процессы метаболизма азота», 
«биосинтетические процессы» и «процессы ме-
таболизма органических субстанций». В катего-
рии «молекулярные функции» доминировали: 
«трансферазная активность», «активность свя-
зывания гетероцикличных соединений» и «ак-
тивность связывания ионов». В категории «кле-
точный компонент» доминировали: «макромо-
лекулярный комплекс», «органеллы», «клетка», 
«мембрана» (рис. 1).

Для транскриптома листьев R. acetosa в ка-
тегории «биологические процессы» доминиро-
вали: «процессы клеточного метаболизма», «ре-
гулирования биологических процессов», «орга-
низации клеточного компонента», «биосинте-
тические процессы» и «процессы метаболизма 
органических субстанций». В категории молеку-
лярные функции доминировали: «трансферазная 
активность», «гидролазная активность», «окси-
редуктазная активность», «активность связыва-
ния гетероцикличных соединений» и «связыва-
ния ионов». В категории клеточный компонент 
доминировали: «макромолекулярный комплекс», 
«органеллы», «клетка», «мембрана» (рис. 2).

Вариации в экспрессии групп генов могут 
являться доказательством эпигенетической из-
менчивости, выявленным нами в результате ана-
лиза транскриптома и GO аннотации. Пул мРНК 
менее разнообразен в каллусных линиях, что, 

видимо, связано со снижением специализации 
и дедифференцировкой клеток. Что касается ис-
следований других авторов, то в некоторых ра-
ботах отмечено резкое увеличение транскрипци-
онной активности стрессовых ответов на стадии 
соматического эмбриогенеза или генов, участву-
ющих в передаче сигнала растительных гормо-
нов и метаболизма сахарозы в эмбриогенных 
каллусах (Jin et al., 2014; Li et al., 2014). Для пула 
мРНК культуры клеток R. acetosa было отмече-
но высокое содержание транскриптов ретроэле-
ментов, таких как Copia и Gypsy. Таким образом, 
культуры тканей могут активировать некото-
рые мобильные генетические элементы, тогда 
как другие остаются неповрежденными или их 
уровень активности изменяется. В некоторых 
работах предполагается, что последующее по-
ловое размножение регенерантов стабилизиру-
ет активность ретротранспозонов (Orłowska et 
al., 2016). Тем не менее, частота транспозиции 
может быть различной у разных типов ретро-
транспозонов. Подобные явления установлены 
в различных работах для Gypsy, Copia и LINE 
транспозонов (Wessler, 1996; Evrensel et al., 2011; 
Temel, Gozukirmiz, 2013). Например, уровни 
транспозиции BARE1 ретротранспозона (Copia) 
не различаются у сомаклонов. Следовательно, 
вариации геномов клеток каллусов посредством 
движения ретротранспозонов могут способство-
вать диверсификации генотипа и фенотипа рас-
тений (Yilmaz, Gozukirmizi, 2013). Как известно, 
изменчивость в частоте транспозиции может 
внести значительный вклад в генотип растения 
и приводить к фенотипическим изменениям. Ра-
нее выявлено, что цвет семян и цветков Ipomoea 
purpurea (L.) Roth., Brassica rapa L., изменения 
междоузлий Oryza sativa L. и цвета плодов Vi-
tis vinifera L. опосредованы вставками ретроэ-
лементов (Clegg, Durbin, 2000; Kobayashi et al., 
2004; Park et al., 2007). Тем самым, детекция 
изменчивости в профиле мРНК позволяет про-
водить скрининговые исследования для объяс-
нения влияния факторов среды на полиморфизм 
генома растений и упростить валидацию мето-
дик для объяснения тех или иных явлений.
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Рис. 2. GO аннотация основных групп генов для листьев Rumex acetosa, на основе данных NCBI SRA № 
ERX190909 (GO подкатегории второго уровня).

Рис. 1. GO аннотация основных групп генов для каллуса Rumex acetosa, полученного в данном исследовании 
(GO подкатегории второго уровня).
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