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Непрямой анализ функции генов

Arabidopsis thaliana

~ 30% генов
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Массовые данные о паттернах экспрессии
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Транскриптомные карты

Schmid et al., 2005



Цель работы

Создание транскриптомных карт модельного объекта
генетики растений Arabidopsis thaliana и близкого к нему
аллотетраплоида Capsella bursa-pastoris, а также оценка
возможности использования полученных данных для
анализа биологических процессов.



Задачи работы

1. Создание и анализ детализированной транскриптомной карты A. thaliana с
использованием метода RNA-seq

2. Изучение динамики экспрессии генов в меристеме A. thaliana при
переходе к цветению

3. Изучение органоспецифичности ответа на холодовой стресс у A. thaliana

4. Создание транскриптомной карты раннего аллотетраплоида Capsella
bursa-pastoris (L.) Medik. с использованием метода RNA-seq

5. Анализ механизмов эволюции экспрессии гомеологичных генов на ранних
этапах эволюции аллотетраплоида Capsella bursa-pastoris



Положения, выносимые на защиту

1. С использованием методов высокопроизводительного секвенирования
созданы транскриптомные карты модельного объекта биологии растений
Arabidopsis thaliana и близкого к нему аллотетраплоида Capsella bursa-
pastoris, позволяющие упростить функциональный анализ генов

2. Момент перехода к цветению в апикальной меристеме побега Arabidopsis
thaliana характеризуется изменением динамики клеточных делений,
вероятно связанным с сокращением длительности клеточного цикла за
счет фаз G1 и G2

3. Развитие холодового стресса у Arabidopsis thaliana сочетает
универсальные для всего растения процессы с тканеспецифичными

4. Различия паттернов экспрессии гомеологичных генов могут возникать из-
за возникновения сайтов посадки транскрипционных факторов у одного из
гомеологов



Структура работы

Создание транскриптомной
карты Arabidopsis thaliana

Анализ экспрессии генов в 
процессе перехода к цветению

Изучение органоспецифического 
ответа на холодовой стресс

Создание карты C. bursa-pastoris 
и изучение эволюции экспрессии



Транскриптомная карта 
A. thaliana

• 79 образцов различных тканей и органов 
растения

• Все образцы представляют собой пулы из 
15 растений и собраны в двух 
биологических повторностях

• Дополнительные образцы, подвергнутые 
действию абиотических стрессов (+4°С, 
+42°С, раневой стресс)

Органы цветка

Части листьев

Оболочки стручков

Целые стручки

Черешки

Меристемы

Корни

Молодые семена

Цветки

Прорастающие семена

Части взрослого листа

Семена

Стареющие органы

Пыльники

Стареющие органы



Экспрессионные характеристики карты

• 90% белок-кодирующих генов экспрессировались хотя бы в одном из 
образцов

• Транскрипты 40% белок-кодирующих генов были найдены во всех 79 
образцах 

• Разница между образцами с минимальным и максимальным числом 
экспрессирующихся генов составляет 20%

• За несколькими исключениями профили экспрессии образцов были 
схожими



Разнообразие экспрессии генов в транскриптомной
карте

• Сравнение  всех  образцов  против 
всех (3 081 попарное сравнение)

• От 14 до 15 149 дифференциально 
экспрессирующихся (ДЭ) генов 
между разными парами образцов

• ДЭ-значение гена – число парных 
сравнений, в которых данный ген 
являлся ДЭ 

Фотосинтетические 
процессы

Процессинг РНК, 
транспорт белков



Стабильно экспрессирующиеся гены

20 27 7

Транскриптомная карта

Карта и стрессовые 

данные

113 226 48

Транскриптомная карта

Карта и стрессовые 

данные

227 693 99

Транскриптомная карта

Карта и стрессовые 

данные

CV ≤ 0.20 CV ≤ 0.25 CV ≤ 0.30

• Гены, имеющие наименьшие коэффициент вариации (CV) и ДЭ-значение, 
связаны с транспортом нуклеиновых кислот и белков, мембранами и 
процессингом РНК



Паттерны экспрессии генов

• Энтропия Шеннона используется для 
определения ширины паттерна 
экспрессии гена

• Тканеспецифичные гены участвуют в 
межклеточном сигналинге и имеют 
пектинэстеразную активность

• Гены с высокой энтропией –
стабильно экспрессирующиеся гены



База данных Transcriptome Variation Analysis (TraVA)

travadb.org
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Временная серия 
апикальных меристем 
A. thaliana

• Ежедневный сбор апикальных 
меристем (АМ) с 7 по 16 день 
после прорастания (всего 10 
стадий)

Стадия М1,  7 дней после прорастания Стадия М2,  8 дней после прорастания 

Стадия М3,  9 дней после прорастания Стадия М4,  10 дней после прорастания 

Стадия М5,  11 дней после прорастания Стадия М6,  12 дней после прорастания 

Стадия М7,  13 дней после прорастания Стадия М8,  14 дней после прорастания 

Стадия М9,  15 дней после прорастания Стадия М10,  16 дней после прорастания 



Временная серия апикальных меристем A. thaliana

• Поведение основных регуляторных генов перехода к
цветению совпадает с известными данными



Характерные профили экспрессии генов

• Экспрессия генов, 
связанных с клеточным 
циклом, синхронизована

• На стадии М5 повышена 
экспрессия генов, 
маркирующих S-фазу и 
митоз

Стадия

О
тн

о
си

те
л

ьн
ы

й
 у

р
о

ве
н

ь 
эк

сп
р

ес
си

и



Схема, объясняющая полученные результаты

митотические гены 
гены S-фазы 
гены G1 и G2 

гены G0
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Ответ на стрессы



Органоспецифический ответ на холодовой стресс 
у A. thaliana

• Анализ дифференциальной 
экспрессии в 
транскриптомной карте 
показал, что многие ДЭ 
гены участвуют в ответе на 
стресс 

• Шесть органов, 
воздействие холода в 
течении 3 и 27 часов

Ранее изучавшиеся
образцы

Ранее не изучавшиеся
образцы



Изученность стрессового ответа
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Дифференциально 
экспрессирующиеся
гены

3 часа 27 часов

Известные гены, 
участвующие в 
холодовом ответе



Органоспецифический ответ на холодовой стресс

• 15 459 генов – ДЭ хотя бы в 
одном образце по 
сравнению с контролем

p

3 часа

27 часов

Число образцов



Параметры экспрессии генов холодового ответа

Гены, в нормальных условиях специфично 
экспрессирующиеся в пыльниках

Все гены, 3 часа

Лист, 3 часа Семена, 3 часа

Общие гены, 3 часа

Энтропия Шеннона
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и
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Органоспецифическая регуляция холодового стресса

• Гены «ядра» стрессового ответа главным образом 
регулируются ТФ семейства CBF 

• Регуляция органоспецифических генов стрессового ответа 
требует определенного набора ТФ для каждого из органов:
• в семенах и цветке – bZIP и NAC

• в листе – ERF/AP2

• в молодом цветке после 3 часов – ERF/AP2, bZIP и Myb, а после 27 
часов –NAC
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Аллотетраплоид Capsella bursa-pastoris

• Недавний аллотетраплоид (100-300 тыс. л.н.)

• Возник в результате скрещивания видов C. rubella/grandiflora
(субгеном А) и C. orientalis (субгеном В)

• Распространен по всему миру

• Близкий родственник модельного объекта A. thaliana

Author: Channeling, CC BY-SA 4.0, 
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=79187656

Neuffer B. et al, 2014



Геном Capsella bursa-pastoris

• Оценка размера генома ~410 Mb

• Размер сборки 268.7 Mbp

• Предсказано 53 502 генов

• 16 798 генов находятся в парах – гомеолог А и гомеолог В



Гомеологи и ортологи

Ген Г

Предковая Capsella

Гибридизация

Видообразование Родитель Capsella rubella

Родитель Capsella orientalis

Ген ГА

Ген ГВ

Ген ГА

Ген ГВ

Полиплоид C. bursa-pastoris

Ортологи
Гомеологи



Транскриптомная карта Capsella bursa-pastoris

• Сбор образцов с опорой на экспрессионную карту A. thaliana

• 10 образцов органов и тканей

• Три образца семядолей, подвергнутых холодовому 
воздействию, и соответствующий контроль



Дифференциальная экспрессия гомеологов

• В каждом образце уровень 
экспрессии гомеолога В 
сравнивался с гомеологом А

• Пары, в которых гомеолог В 
экспрессируется на более 
высоком/низком уровне, чем 
гомеолог А – ДЭАВ пары

• Половина из пар гомеологов –
ДЭАВ хотя бы в одном из 
образцов



Возможная причина дифференциальной 
экспрессии гомеологов

Гомеолог А

Гомеолог В

Промотор

ATG

ATG

Гомеолог А

Гомеолог В

Промотор

ATG

ATG

Симметрия Асимметрия

Гомеолог А

Гомеолог В

ATG

ATG

Гомеолог А

Гомеолог В

ATG

ATG

Ген экспрессируется Ген не экспрессируется



<A,Cr; B,Co>

C. rubella
Родитель А

Четверки промоторов

Гомеолог B

C. orientalis
Родитель В

Гомеолог A

Возникновение асимметрии и симметрии

Асимметрия 

Возникновение

Утрата



Анализ сайтов связывания ТФ

DEAB, 
асимметрия

DEAB, 
симметрия

Не-DEAB,
асимметрия

Не-DEAB,
симметрия

Точный тест Фишера

Возникновения сайта 

Асимметрия

Утрата
Симметрия 

Для каждого сайта связывания 



Различия в сайтах связывания ТФ

Транскриптомная карта Холодовой стрессВозникновение сайта

Утрата сайта

Асимметрия

Симметрия

Асимметрия

Симметрия
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Транскриптомные
карты растений

• Транскриптомные карты могут 
использоваться в широком круге 
функциональных и 
эволюционных анализов

• Число таксонов, для 
представителей которых есть 
атласы экспрессии, остается 
ограниченным

• Создание большего числа 
транскриптомных карт позволит 
интенсифицировать межвидовые 
исследования 



Выводы
1. С использованием методов высокопроизводительного секвенирования

создана транскриптомная карта модельного объекта биологии растений
Arabidopsis thaliana, включающая 79 органов и тканей на разных стадиях
развития. Анализ транскриптомной карты:

• подтвердил, что только небольшая часть (1,8%) генов обладает узким паттерном
экспрессии, указывая на их вероятное участие в определении тканевой
специфичности, тогда как большая часть генов экспрессируются во всех или
большинстве тканей растения;

• продемонстрировал, что гены, обладающие равномерной экспрессией во всех
образцах, участвуют в разных биологических процессах, но чаще связаны с
функционированием мембран;

• показал, что различные семейства транскрипционных факторов обладают разным
уровнем тканевой специфичности: для семейств MADS, LOB, LIM и MYB характерны
более узкие паттерны экспрессии, тогда как SWI/SNF SWI3, SNF2, CAMTA, DDT и FAR,
как правило, присутствуют во всех или в большинстве органах и тканях Arabidopsis
thaliana.



Выводы
2. Проведенный с помощью атласа экспрессии генов Arabidopsis thaliana

анализ биологических процессов показал, что:
• в момент перехода к цветению в апикальной меристеме побега Arabidopsis thaliana

происходит критическое изменение динамики клеточных делений, которое, вероятно,
связано с сокращением длительности клеточного цикла за счет фаз G1 и G2;

• развитие холодового стресса у Arabidopsis thaliana сочетает универсальные для всего
растения процессы с тканеспецифичными; в том числе показано, что в некоторых
случаях тканеспецифичный ответ на стресс происходит с помощью рекрутирования
генов, в нормальных условиях отвечающие за развитие других частей растения.

3. Создана транскриптомная карта Capsella-bursa pastoris –
аллотетраплоидного вида, эволюционно и морфологически близкого к
Arabidopsis thaliana. Показано отсутствие геномного доминирования, то
есть преимущественной экспрессии генов, принадлежащих одному из
субгеномов, и случайный характер инактивации одного гена из пары
гомеологов на ранней стадии эволюции полиплоидов. Сравнение
профилей экспрессии гомеологов с известными данными о
функциональной эволюции генов показало, что изменение паттерна и/или
уровня экспрессии является свидетельством изменения функции гена.
Разница в уровнях экспрессии гомеологов вероятно вызывается
возникновением нового сайта посадки транскрипционного фактора в
промоторе одного из гомеологов.
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Появление транскриптомных карт растений



Число экспрессирующихся генов в каждом 
образце



Сравнение профилей экспрессии образцов



Транскрипционные факторы в атласе 
экспрессии



Профили экспрессии генов, регулирующих переход 
к цветению и морфогенез органов цветков



Профили экспрессии генов, связанных с 
клеточным циклом
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Профили экспрессии генов, связанных с 
клеточным циклом
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Профили экспрессии известных генов, 
участвующих в ответе на стресс 



Паттерны экспрессии генов стрессового ответа 
в нормальных условиях



Паттерны экспрессии генов стрессового ответа 
в нормальных условиях



Транскриптомные характеристики гомеологов



Ортологи гена A. thaliana FLC 


