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agrobacterium mediated transformation is the most 
common way for obtaining transgenic plants in labora-
tory conditions. at the same time, there are species 
inside the genera Nicotiana, Linaria and Ipomoea that 
contain homologs of agrobacterial t-Dna genes as a 
result of genetic transformation of their ancestral forms 
in natural conditions. Such plants are called naturally 
transgenic plants, and t-Dna in their genomes is called 
cellular (ct-Dna). it is proposed that in the evolution 
of these genera, the introduced sequences played an 
important role. this idea is confirmed by the data on 
the expression of some t-Dna genes in Nicotiana and 
Ipomoea. Until the last moment, the expression of 
ct-Dna genes in Linaria has not been documented. 
However, the analysis of the nucleotide sequence indi-
cates the functionality of rolC gene in L. vulgaris Mill., 
L. acutiloba Fisch. ex rchb., L. genistifolia (l.) Mill. in this 
research work, we have sequenced the rolC homolog 
in one more toadflax species (Linaria creticola Kuprian). 
the in silico analysis of this gene has shown that it can 
encode a full-length peptide. Using the real time rt-Pcr 
method, we have demonstrated that the rolC homolog 
is expressed in vitro in shoots, roots and calli of L. vulga­
ris Mill., as well as in shoots of L. creticola Kuprian. the 
results obtained are an important argument in favor of 
the fact that ct-Dna is functional and that its fixation 
in genomes played a certain role in the evolutionary 
process. However, the level of expression of the gene 
studied is quite low. a similar trend was observed in 
other naturally transgenic species. this can explain the 
absence of explicit morphological differences of species 
containing ct-Dna from their non-transgenic relatives.
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агробактериальная трансформация – самый  распространенный 
способ получения трансгенных растений в лабораторных усло-
виях. в природе в пределах родов Nicotiana, Linaria и Ipomoea 
опи саны виды, содержащие в геномах гомологи генов Т-днК 
агробак терий, как результат агробактериальной трансформации 
их предковых форм. Такие растения называют природно-транс-
генными, а Т-днК в них обозначается как клеточная (клТ-днК). 
Предполагается, что в эволюции указанных родов привнесенные 
последовательности играли важную роль. Эту мысль подтверж-
дают данные о неоднократной трансформации нескольких видов 
растений в ходе эволюции и сведения об экспрессии некоторых 
генов клТ-днК у Nicotiana и Ipomoea. ранее экспрессия генов 
клТ- днК у Linaria не была описана, хотя анализ нуклеотидной 
последовательности гена rolC (наиболее консервативного из 
генов Т-днК) свидетельствует в пользу его функциональности 
у L. vulgaris Mill., L. acutiloba Fisch. ex rchb. и L. genistifolia (l.) Mill. 
в настоящей работе проведено секвенирование гомолога гена 
rolC у прежде не изученного вида льнянки Linaria creticola Kuprian. 
анализ in silico показал, что этот ген кодирует полноразмерный 
пептид. c использованием метода ОТ-ПЦр в реальном времени 
мы продемонстрировали, что rolC экспрессируется в культуре 
 растений in vitro в побегах, корнях и каллусах L. vulgaris Mill., а так-
же в побегах L. creticola Kuprian. Полученные результаты – важный 
факт в пользу того, что клТ-днК функциональна и ее закрепление 
в геномах играло определенную роль в ходе эволюции. Однако 
уровень экспрессии изучаемого гена достаточно низок у льнянок. 
Кроме того, аналогичная тенденция отмечена и у других природ-
но-трансгенных видов. Этим можно объяснить отсутствие явных 
морфологических отличий видов, содержащих клТ-днК, от их не-
трансгенных родственников.

Ключевые слова: Linaria; клТ-днК; rolC; экспрессия трансгена; 
культура in vitro.
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Агробактериальная трансформация является самым 
распространенным способом получения трансген-
ных растений в лабораторных условиях (Vain, 2007; 

www.isaaa.org). Вместе с тем в природе описаны виды, со-
держащие в геномах гомологи генов Т-ДНК агробактерий. 
Эти виды относятся к родам Nicotiana, Ipomоea и Linaria 
(White et al., 1983; Furner et al., 1986; Matveeva et al., 2012; 
Chen et al., 2014; Kyndt et al., 2015). Предковые формы 
таких растений были трансформированы в природных 
условиях и не только смогли выжить после этого, но и 
дали начало новым видам, стабильно передающим Т-ДНК 
своим потомкам. В геномах природно-трансгенных рас-
тений Т-ДНК получила название клеточной (клТ-ДНК) 
(White et al., 1983). У табака последовательности клТ- ДНК 
охарактеризованы наиболее детально: обнаружено, что у 
представителей разных видов клеточные Т-ДНК различа-
ются по составу и количеству интегрированных в геном 
фрагментов, кроме того, показано, что гены клТ-ДНК 
экспрессируются (Meyer et al., 1995; Nagata et al., 1996; 
Intrieri, Buiatti, 2001; Chen, Otten, 2017). Экспрессия всех 
генов клТ-ДНК отмечена также у батата (Kyndt et al., 
2015). Только у льнянок экспрессия генов клТ-ДНК до 
сих пор не выявлена. Однако результаты сравнения ну-
клеотидных последовательностей клТ-ДНК у L. vulgaris 
Mill., L. acutiloba Fisch. ex Rchb. и L. genistifolia (L.) Mill. 
свидетельствуют о том, что наиболее консервативным ге-
ном с ненарушенной ОРС является rolC (Matveeva, Lutova, 
2014). L. vulgaris и L. acutiloba относятся к секции Linaria, 
L. genistifolia – к секции Speciosae, L. acutiloba иногда рас-
сматривают как подвид L. vulgaris (www.plantarium.ru). 
Поскольку все указанные виды содержат Т-ДНК, а сайт 
ее локализации в геноме у них совпадает, то был сделан 
вывод о монофилетическом происхождении секций, к 
которым относятся данные виды. Соответственно, пред-
полагают, что и другие виды секций Linaria и Speciosae 
содержат клТ-ДНК (Matveeva, Lutova, 2014). В настоящей 
работе мы изучили экспрессию гена rolC у нескольких 
видов льнянок in vitro. В качестве объектов исследова-
ния были выбраны L. vulgaris и L. genistifolia; поскольку 
у них охарактеризована последовательность клТ-ДНК, 
они относятся к разным секциям, характеризуются наи-
более широкими ареалами (www.plantarium.ru). Кроме 
того, мы использовали в работе вид, произрастающий 
на крайне бедных почвах меловых холмов Белгородской, 
Воронежской и Ростовской областей, – L. creticola. Вы-
бор этих видов был не случаен. Мы исходили из того, 
что если привнесенные трансгены придавали растениям 
селективное преимущество, то это могло привести к ши-
рокому распространению природно-трансгенных форм 
или их адаптации к каким-либо экстремальным условиям. 
В качестве контрольного не содержащего клТ-ДНК вида 
использовали L. maroccana Hook (Matveeva et al., 2012). 
У данного вида не выявлено методами ПЦР и РВ-ПЦР ни 
одного из описанных у L. vulgaris генов клТ-ДНК.

До настоящего времени нет окончательной ясности 
 относительно функций гена rolC. Предполагают его влия-
ние на содержание цитокининов в клетке, углеводный 
обмен и вторичный метаболизм (Matveeva, Sokornova, 
2017). Поскольку цитокинины контролируют программу 
побегообразования, в данном исследовании мы тести-

ровали способность к побегообразованию у эксплантов 
льнянок in vitro и оценивали экспрессию гена в побегах, 
а также эксплантах, склонных к побегообразованию. 

Материалы и методы
Семена льнянок собирали в природных популяциях: 
L. vulgaris – в Ленинградской области (Старый Петергоф), 
L. cteticola – в Белгородской области вблизи пос. Чернянка, 
L. genistifolia – на Дунайской равнине у г. Лом. Семена 
L. maroccana сорта Калейдоскоп (ГК «Русский Огород-
НК», Щелково, Московская область, Россия) приобретены 
в розничной торговле.

Семена обрабатывали в течение 5 мин 30 % раствором 
перекиси водорода и высевали на питательную среду 
Му расига – Скуга (МС) (Murashige, Skoog, 1962) без гор-
монов для проращивания. Культивирование проводили 
при по стоянном освещении. Растения поддерживали и 
размножали в асептической культуре черенкованием. 
Для изучения различных морфогенетических реакций 
экспланты междоузлий и корней помещали на среду МС 
без гормонов (МС0) и МС с добавлением гормонов БАП 
(бензиламинопурин) и/или НУК (нафтилуксусная кисло-
та) в различных концентрациях. Учеты проводили через 
месяц после эксплантации. ДНК из растений выделяли 
ЦТАБ-методом (Дрейпер и др., 1991).

ПЦР на матрице геномной ДНК проводили в объеме 
20 мкл, содержащем 1 мкл ДНК 10 мкл DreamTaq Green 
PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, 
США), по 10 пмоль каждого праймера, под минеральным 
маслом в амплификаторе Терцик («ДНК-Технология», Мо-
сква, Россия) по программе: 5 мин – 95 °С, далее 35 цик-
лов (95 °С – 15 с, 58 °С – 30 с, 72 °С – 30 с), финальная 
элонгация 5 мин при 72 °С. Последовательности всех ис-
пользованных праймеров приведены в таблице. Прай-
меры синтезированы ЗАО «Евроген» (Москва, Россия). 
Электрофоретическое разделение фрагментов проводили 
в агарозном геле на 1-кратном буфере ТБЭ. Фрагменты 
визуализировали на трансиллюминаторе Vilber Lourmat 
при длине волны 254 нм.

Секвенирование фрагментов ДНК осуществляли при 
помощи набора BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, США) по прилагае-
мому к нему протоколу. Разделение и анализ фрагментов 
сиквенсовой смеси проводили на приборе AbiPrism 3500 
(Thermo Fisher Scientific, Уолтем, США). 

РНК в каждом варианте опыта выделяли из смеси, со-
держащей материал не менее пяти эксплантов, при помо-
щи набора лабораторных реагентов для выделения РНК 
из растений RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Дюссельдорф, 
Гер мания) по прилагаемому к нему протоколу.

Обратную транскрипцию ставили в объеме 20 мкл при 
помощи набора реагентов для синтеза первой цепи кДНК 
Maxima™ H Minus, (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, 
США) по прилагаемому к нему протоколу.

ПЦР в реальном времени проводили в объеме 20 мкл, 
содержащем 1 мкл кДНК, 10 мкл смеси Luminaris™ Color 
HiGreen Master Mix (2Х) (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, 
США) и по 10 пмоль праймеров по программе: 5 мин – 
95 °С, далее 40 циклов (95 °С – 18 с, 55 °С – 30 с, 72 °С – 
30 с) в амплификаторе АНК32 (ЗАО «Синтол», Москва, 



Т.в. Матвеева, О.д. Богомаз 
л.а. голованова, Ю.с. ли, д. димитров

2018
22 • 2

275Физиологическая генетика Вавиловский журнал генетики и селекции • 2018 • 22 • 2

гомологи гена rolC льнянок  
экспрессируются in vitro

Россия). Количество повторностей было не менее трех. 
Относительную экспрессию оценивали методом ∆∆Ct 
(Livak, Schmittgen, 2001). В качестве референсного гена 
использовали ген глицеральдегидфосфатдегидрогеназы 
gapdh. 

В экспериментах по культивированию льнянок in 
vitro вычисляли процентное содержание эксплантов с 
различными типами морфогенетических реакций и его 
ошибку. Абсолютные частоты эксплантов с различными 
морфогенетическими реакциями сравнивали между со-
бой с использованием критерия хи-квадрат (Терентьев, 
Ростова, 1977). Анализ нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей осуществляли с помощью програм-
мы MEGA 7.0.21 (Kumar et al., 2016).

Результаты и обсуждение
После проращивания семян для подтверждения видовой 
принадлежности растений L. creticola, L. genistifolia и 
L. maroccana проведено секвенирование фрагментов, 
содержащих их ITS1, ген 5.8S РНК, ITS2. Последова-
тельности этого участка ДНК у L. maroccana и L. genis-
tifolia идентичны последовательностям JX481097.1 и 
KT031859.1 (NCBI) соответственно. Последовательность 
анализируемого фрагмента L. creticola совпала на 99 % с 
сиквенсом JX481143.1 того же вида. Отличия были связа-
ны с присутствием в референсном сиквенсе значительного 
количества неоднозначных прочтений нуклеотидов, по-
этому мы депонировали полученную нами более точную 
последовательность в базу под номером KY611806.

Поскольку у L. creticola клТ-ДНК ранее не была оха-
рактеризована, мы амплифицировали и секвенировали 
ген rolC из этого вида. В результате работы выявлено два 
варианта последовательности, которые депонированы в 
базу NCBI под номерами MF997051 и MF997052. 

В результате сравнения сиквенсов показано, что оба 
гомолога могут кодировать полноразмерные пептиды, что 
подтверждает ранее высказанную идею о консерватив-
ности и возможной функциональности rolC у льнянок. 
Результаты сравнения полученных сиквенсов с извест-
ными последовательностями rolC льнянок свидельствуют 
в пользу того, что установленные последовательности 
являются аллельными вариантами, более близкими к rolC 
правого плеча клТ-ДНК L. vulgaris (рис. 1).

В культуре in vitro при размножении черенкованием на 
среде МС0 побеги всех исследуемых видов легко увели-

чивали биомассу, достаточно быстро образовывали при-
даточные корни. Так, при помещении на среды фрагментов 
стеблей, содержащих по одному узлу, из пазушных почек 
развивались побеги, которые за месяц достигали высоты 
5–7 см и начинали укореняться. Однако морфология побе-
гов у разных видов различалась. L. maroccana, L. vulgaris 
и L. genistifolia формировали одиночные побеги нормаль-
ного фенотипа, в то время как L. cteticola образовывала 
огромное количество тонких сильно ветвящихся побегов 
с мелкими листьями (рис. 2, а). 

Для оценки экспрессии гомологов rolC были использо-
ваны побеги льнянок. Поскольку уже показано (Matveeva, 
Sokornova, 2017), что экспрессия многих генов клТ-ДНК 
у табака наблюдается в каллусах, мы индуцировали кал-
лусогенез из эксплантов междоузлий льнянок на средах 
с БАП и НУК. В первом варианте среды оба гормона ис-
пользовали в концентрации 0.1 мг/л, а во втором – 0.4 мг/л. 
На обоих вариантах сред все исследованные виды льня-
нок образовывали каллусы с эффективностью, близкой к 
100 %, но морфогенетические процессы у видов сильно 
различались (см. рис. 2, б). Каллусы L. creticola были по-
крыты многочисленными побегами. Экспланты L. vulgaris 
образовывали единичные побеги нормальной морфоло-
гии. Количество эксплантов с побегами у L. creticola было 
достоверно выше на обоих вариантах среды по сравнению 
с L. vulgaris. Отмечена тенденция более интенсивного 
побегообразования на среде с более низким содержанием 
гормонов. Каллусы L. genistifolia отличались от других 
тем, что были ярко-зеленого цвета. Регенерации побегов 
из каллусов L. genistifolia и L. maroccana не наблюдали. 
Эти данные иллюстрируют роль генотипа растения в ре-
гуляции регенерационных процессов (Лутова и др., 1994). 
Взаимосвязи между интенсивностью побегообразования 
и наличием в геноме Т-ДНК не выявлено. РНК выделили 
из каллусов, полученных на среде с содержанием 0.1 мг/л 
БАП и НУК.

Методом ОТ-ПЦР на матрице РНК, полученной из по-
бегов и каллусов Т-ДНК-содержащих льнянок, выявлено, 
что ген экспрессируется в побегах L. vulgaris и L. creticola, 
а также в каллусах L. vulgaris. Относительная интенсив-
ность экспрессии гена представлена на рис. 2, в. Во всех 
случаях интенсивность экспрессии была ниже, чем у ре-
ференсного гена. Экспрессии гена у L. genistifolia в усло-
виях данного эксперимента не выявлено. Таким образом, 
привнесенная в растения клТ-ДНК вписывается в систему 

Sequences of primers used in the study

name Sequence Purpose

itS4 tcctccgcttattgatatgc amplification of fragments for Dna-barcoding

itS5 ggaagtaaaagtcgtaacaagg

rolcF ctggatacaa gccacatgtt amplification of the full-size gene

rolcr actcgtcagcccatcgacta

re-rolcF gacgtgacatgcagcgatga analysis of expression

re-rolcr gaatgagcagatggagctaac

gapdhF actggtgtcttcactgacaagg reference gene coding  
for glyceraldehyde phosphate dehydrogenasegapdhr tgacacccacaacaaacatcgg
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Fig.  1. comparison of rolc amino acid sequences from A. rhizogenes a4 (Pria4), the left and right borders of ct-Dna from  
L. vulgaris (lV1 and lV2, respectively), L. genistifolia (lg), and L. creticola (lc1 и lc2).
(a) alignment of amino acid sequences. Boxes indicate amino acids matching in lV2, lc1, and lc2 but differing in other sequences.  
(b) Phylogenetic tree constructed by the maximum likelihood method. the consensus tree is constructed from 500 bootstrap replicates. 
the starting tree for heuristic search was constructed by the neighbor-joining and BionJ methods applied to the matrix of pairwise dis-
tances assessed by the Jtt model and subsequent choice of tree topology with larger likelihood logarithms. 

Fig. 2. In vitro morphogenetic features of various Linaria species. 
(a) Shoots, left to right: L. genistifolia, L. vulgaris, L. maroccana, and L. cretaceae. (b) Percentages of internode explants with different 
morphogenetic responses in growing on BaP and naa. typical explants of each species are shown above. (c) relative expression of the 
rolC gene in linaria species. 
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гомологи гена rolC льнянок  
экспрессируются in vitro

каждого генотипа, не нарушая морфологической целост-
ности растений. Возможно, она специфически влияет на 
другие признаки, но не на интенсивность побегообразо-
вания и регенерацию побегов из стеблевых эксплантов.

Дальнейшее внимание мы сконцентрировали на L. vul-
garis и L. creticola, поскольку именно у них обнаружена 
экспрессия изучаемого гена. Эти два вида исследовали 
по способности регенерировать побеги из эксплантов 
корней in vitro. Контролем в данном эксперименте слу-
жил вид L. maroccana, не содержащий Т-ДНК. Как видно 
из диаграмм на рис. 3 (а–в), только L. vulgaris способна 
формировать побеги из корневых эксплантов на среде 
без гормонов (см. рис. 3, а, г). Экспланты двух других 
видов только образовывали боковые корни на этой среде 
(см. рис. 3, а, д). L. maroccana не образовывала побегов 
ни на одной из сред, а L. creticola формировала побеги из 
каллусной ткани, полученной на среде с ауксином НУК 
и цитокинином БАП.

Интересно отметить, что при культивировании на пита-
тельных средах на свету корневые экспланты L. vulgaris 
сначала приобретали зеленую окраску, а потом начинали 
регенерировать побеги и/или образовывать каллусы. Бо-
ковые корни, образованные на эксплантах, сначала имели 
белую окраску, а потом тоже зеленели и образовывали 
каллусы и побеги, что, по всей видимости, – проявление 
способности льнянки обыкновенной вегетативно размно-
жаться корневыми отпрысками. 

В корнях и регенерировавших из них побегах проведена 
оценка уровня экспрессии гена rolC. Результаты представ-

лены на рис. 3, е. Показано, что экспрессия повышается 
в зеленых корнях, т. е. усиление экспрессии наблюдается 
совместно с активацией регенерационных процессов в 
корневых эксплантах. Требуются дополнительные ис-
следования, чтобы понять, как связана регенерация из 
корневых отпрысков с экспрессией гена rolC у L. vulgaris.

Таким образом, в настоящей работе мы показали, что 
у льнянок L. creticola есть гомолог гена rolC, способный 
кодировать полноразмерный пептид, ген rolC клТ-ДНК 
экспрессируется у льнянок. Сопоставляя наши предыду-
щие эксперименты с полученными результатами, можно 
предположить, что ген rolC экспрессируется в почках. 
Гипотеза связана с тем, что транскрипта не обнаружено 
в междоузлиях и листьях (Matveeva et al., 2012), но он 
выявлен в молодых побегах. В таком случае меньшее 
количество транскрипта rolC у L. creticola по сравнению 
с L. vulgaris может быть обусловлено в том числе и более 
низким соотношением биомассы почек по отношению 
к массе побега. Особый интерес вызывает способность 
L. vulgaris формировать побеги на корневых эксплантах, 
а также увеличение экспрессии гена rolC в ходе этого 
процесса. Обсуждая данные, можно предполагать, что 
широкое распространение L. vulgaris связано с ее высокой 
способностью к размножению корневыми отпрысками, в 
которую вносит свой вклад экспрессия гена rolC клТ-ДНК. 
Вместе с тем следует отметить, что уровень экспрессии 
rolC был сравнительно низким во всех тканях, где его 
удалось обнаружить. Аналогично у табака и батата гены 
клТ-ДНК экспрессируются на низком уровне (Kyndt et al., 

Fig. 3. the diversity of morphogenetic responses in growing explants of Linaria roots on various media. 
(a–c) Quantitative parameters of repair processes in percentage terms. Medium compositions are shown in the panels. (d ) a typical explant forming a shoot.  
(e) a typical explant forming only lateral roots on MS0 medium. (f ) relative rolC expression in L. vulgaris roots and shoots regenerating from them.
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2015; Chen, Otten, 2017). С этим, скорее всего, связано от-
сутствие каких-либо видимых морфологических отличий 
природно-трансгенных видов от других растений.

Заключение
В настоящей работе мы показали, что у L. creticola имеется 
гомолог гена rolC, способный кодировать полноразмерный 
пептид. Ген rolC экспрессируется в культуре растений 
in vitro в побегах, корнях и каллусах L. vulgaris, а также 
в побегах L. creticola. Таким образом, клТ-ДНК льнянок 
функциональна, а значит, ее закрепление в геномах могло 
играть эволюционную роль.
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