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© 2020 г.   W. Q. Zhenga, b, 2, Y. Zhanga, b, 2, B. Chena, b, M. Weic, X. W. Wanga, b, L. Dua, b, *
aBeijing Advanced Innovation Center of Tree Breeding by Molecular Design, Beijing Forestry University, Beijing, 100083 China

bCollege of Biological Sciences and Technology, Beijing Forestry University, Beijing, 100083 China
cCOFCO Nutrition & Health Research Institute, Beijing, 102209 China

*e-mail: duliang@bjfu.edu.cn
Поступила в редакцию 02.01.2020 г.

После доработки 27.02.2020 г.
Принята к публикации 05.03.2020 г.

Некодирующие РНК выполняют множество функций в жизни растений. Недавно показали, что ко-
валентно замкнутые кольцевые молекулы РНК (цирРНК) образуют группу изоформ с тканеспеци-
фичной экспрессией, которые часто взаимодействуют с линейными мРНК, регулируя функции генов
растений. Однако цирРНК из камбия тополя и их потенциальная роль в развитии камбия и ксилемы
ранее не были изучены. Нами секвенирован транскриптом камбия на двух стадиях развития пророст-
ков тополя, идентифицированы и охарактеризованы 4912 цирРНК. Транскрипты 87 генов, находя-
щихся на разных хромосомах, подвергаются альтернативному бэксплайсингу с циркуляризацией, ве-
дущей к образованию цирРНК. Всего описано 928 генов, продуцирующих 1138 цирРНК, которые с
помощью GO-анализа отнесены к трем основным функциональным категориям. Выявлены 39
цирРНК, дифференциально экспрессирующихся в камбии на двух стадиях развития проростков.
Предполагается, что 24 дифференциально экспрессируемых цирРНК взаимодействуют с 98 мик-
роРНК-мишенями, часть которых связана с ростом и развитием камбия. Полученные результаты
указывают на важную роль цирРНК камбия в регуляции роста и развития проростков тополя.
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ВВЕДЕНИЕ
Сосудистая система, которая является продук-

том адаптации растений к наземной жизни,
включает все сосудистые ткани растения. Эта си-
стема пронизывает все растение, она выполняет
как механическую функцию, так и участвует в пе-
редвижении растворенных питательных веществ
[1, 2]. Сосудистую систему по последовательно-
сти ее развития и составу можно разделить на
первичную и вторичную. Первичная система
представлена преимущественно в первичных зре-
лых тканях, а вторичная – во вторичных. Сосуди-
стая система состоит в основном из камбия, кси-
лемы и флоэмы. Сосудистый камбий расположен
между ксилемой и флоэмой. В результате деления
клеток камбия образуются новые ксилема и фло-
эма (вторичная ксилема и вторичная флоэма),

что приводит к росту стеблей и корней в ширину.
Слияние пучкового и межпучкового камбия с об-
разованием непрерывного камбиального кольца
(называемого сосудистым камбием) вызывает
вторичный рост [3], в результате которого проис-
ходит прирост ствола в толщину, что в случае дре-
весных культур имеет важное экономическое
значение [4, 5].

Тополь (Populus trichocarpa) из-за его быстрого
роста, быстрого формирования древесной массы и
известной полной геномной последовательности
часто используется для систематического изучения
вторичного роста [6]. Развитие технологии высоко-
производительного секвенирования и анализ боль-
ших массивов данных позволили идентифициро-
вать много некодирующих РНК, вовлеченных во
вторичный рост, особенно микроРНК. Например,

1 Текст статьи представлен авторами на английском языке.
2 Эти авторы внесли равный вклад в выполнение работы.

Сокращения: цирРНК (circRNA, circular RNA) – кольцевая РНК; GO (Gene Ontology) – онтология генов; ДЕцирРНК (dif-
ferentially expressed circRNAs) – дифференциально экспрессируемые цирРНК; KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Ge-
nomes) – Киотская энциклопедия генов и геномов.
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AtmiR857 участвует в регуляции вторичного роста
сосудистых тканей у Arabidopsis thaliana, влияя на
экспрессию гена-мишени LACCASE7 [7]. Кроме
того, показано, что miR397a тополя участвует в
синтезе лигнина, негативно регулируя гены лак-
казы [8]. Установлено также, что HB4 и HB7 – ге-
ны-мишени miR166, вовлечены в развитие кам-
бия тополя [9, 10]. Однако роль кольцевых РНК в
регуляции вторичного роста тополя не изучена.

Ковалентно замкнутые кольцевые РНК
(цирРНК) – стабильные эндогенные некодиру-
ющие РНК, широко распространенные у эука-
риот, образуются путем ковалентного замыка-
ния 3'- и 5'-концов некодирующих РНК [11].
цирРНК могут действовать как губки для мик-
роРНК, конкурентно подавляя ингибирование
их генов-мишеней. [12]. Таким образом, взаимо-
действия между цирРНК, микроРНК и мРНК
можно рассматривать как один из основных меха-
низмов транскрипционной и посттранскрипци-
онной регуляции экспрессии генов [12]. цирРНК
изучены у различных видов растений, включая
рис [13], A. thaliana [14], Triticum aestivum [15], то-
маты [16], сою [17] и кукурузу [18]. Ранее показа-
ли, что цирРНК играют важную роль в ответе рас-
тений на биотический и абиотический стресс, а
также в процессах роста и развития [13, 19–24]. На-
пример, выявлена дифференциальная экспрессия
27 цирРНК экзонного типа в растениях риса в
условиях фосфорного стресса [22]. В плодах слад-
кого перца при действии холодового стресса диф-
ференциально экспрессируются 36 цирРНК [25].
Участие длинных некодирующих РНК во вторич-
ном росте P. tomentosa обнаружено с помощью ал-
лельной дискриминации [26]. Реконструирован
также ряд регуляторных сетей (длинные некодиру-
ющие РНК/цирРНК−микроРНК−мРНК), участ-
вующих в регуляции развития корней и меристем
проростков Populus [27]. Тем не менее, участие
цирРНК в камбий-опосредованном росте и раз-
витии ствола практически не изучено.

Сначала, чтобы установить роль цирРНК в
камбии и их участие в развитии и вторичном ро-
сте ствола тополя, с помощью технологии секве-
нирования РНК идентифицировали цирРНК в
апикальном и базальном камбии. Всего иденти-
фицировано 4912 цирРНК, 1138 из которых коди-
руются 928 генами. Эти гены в ходе GO-анализа
были классифицированы по подкатегориям био-
логического процесса, клеточного компонента и
молекулярных функций. Показана дифференци-
альная экспрессия 39 цирРНК в двух образцах
стволов. Предсказано взаимодействие 24 диффе-
ренциально экспрессирующихся цирРНК (ДЕц-
ирРНК) и 98 микроРНК в качестве мишеней. По-
лучены профили экспрессии цирРНК в стволовом
камбии молодых проростков тополя, установлена
важная роль цирРНК во вторичном росте и разви-
тии тополя.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Подготовка растительных образцов. У молодых
побегов тополя сорта 84K (Populus alba × P. glandu-
losa) вырезали участки между первым и третьим
узлом и культивировали на полунасыщенной ага-
ризованной среде Мурасиге и Скуга (1/2 MS) в те-
чение примерно 6 недель. После того, как расте-
ния-регенеранты достигали примерно 10 см в вы-
соту, их переносили в смесь вегетативной почвы
и вермикулита (1 : 1 по объему) и растили в тепли-
це при 25°C с циклом освещения день/ночь 16 ч/8 ч.
Растения, выращенные в теплице в течение при-
мерно 1 мес. и имеющие одинаковую высоту, от-
бирали для дальнейшего анализа. Камбий из
апикальной (T) и базальной (B) частей стебля
отдельных деревьев отбирали с помощью нити
(CM1850 Cryostat, “Leica”, Германия), быстро
замороженной в жидком азоте, и хранили при
−80°C до выделения РНК.

Выделение РНК, приготовление библиотек и се-
квенирование. Суммарную РНК выделяли с помо-
щью набора RNAprep Pure Plant Kit (DP419,
“TIANGEN”, КНР) в соответствии с инструкци-
ями производителя. Очищенные образцы РНК
после определения их чистоты, концентрации и
целостности использовали для получения РНК-
библиотек с помощью набора NEB Next® Ultra™
Directional RNA Library Prep Kit (E7775, КНР).
Концентрацию и размер фрагментов в получен-
ных библиотеках определяли с помощью флуори-
метра Qubit® 2.0 и биоанализатора Agilent 2100 со-
ответственно. Качество библиотек и их точную
концентрацию подтверждали с помощью количе-
ственной ПЦР в реальном времени. Библиотеки,
прошедшие проверку, использовали в высоко-
производительном секвенировании с помощью
платформы HiSeq X Ten. Длина парных прочте-
ний последовательностей составила 150 п.н.

Характеристика и идентификация цирРНК. Из
исходных прочтений удаляли последовательно-
сти адапторов, прочтения низкого качества и
прочтения, содержащие более 5% N (неопреде-
ленная информация об основании). Очищенные
данные выравнивали с референсной последова-
тельностью генома P. trichocarpa (https://phyto-
zome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!info?alias=Org_Ptri-
chocarpa_er) с помощью Tophat2 (v2.1.0) [28].
цирРНК идентифицировали с помощью про-
граммного обеспечения find_circ [20]. Кандидат-
ные цирРНК удовлетворяли следующим критери-
ям: (1) GU/AG присутствует с обеих сторон участ-
ка сплайсинга [29]; (2) имеют четкий участок
ветвления; (3) имеют только два основания, не со-
ответствующие референсной последовательности;
(4) участки ветвления не могут находиться вне
двух якорных нуклеотидов; (5) как минимум два
прочтения содержат участок стыка; (6) выравни-
вание с правильным участком в геноме оценива-
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ется как минимум на 35 пунктов выше, чем вы-
равнивание с другими участками.

Анализ дифференциальной экспрессии цирРНК.
цирРНК, уровень экспрессии которых изменил-
ся в 2 раза и более при значении P менее 0.05, рас-
сматривали как ДЕцирРНК. Изменение экспрес-
сии рассчитывали как соотношение уровней экс-
прессии в двух образцах. Учитывая, что анализ
дифференциальной экспрессии цирРНК это неза-
висимый статистический тест проверки гипотез,
можно ожидать появление ложноположительных
результатов при определении уровней экспрессии
многих цирРНК. Следовательно, при поиске ДЕц-
ирРНК с помощью программы DEseq2 использо-
вали значения P, скорректированные для множе-
ственных сравнений. В экспериментах по выявле-
нию ДЕцирРНК использовали три биологических
повторности.

GO и COG-анализ хозяйских цирРНК. Анализ
обогащения GO-онтологий генами цирРНК вы-
полнен с помощью пакета программ GOseq, на-
писанного на языке R [30]. Базу данных COG ис-
пользовали для выявления функционально зна-
чимых обогащений генов цирРНК [31].

Предсказание микроРНК в качестве мишеней
цирРНК и функциональная аннотация. Взаимодей-
ствия цирРНК–микроРНК и микроРНК–мРНК
предсказывали с помощью программы psRNATar-
get [32]. Сеть взаимодействий строили с исполь-
зованием Cytoscape 3.4.0 [33]. Обнаруженные
мРНК разделяли на три функциональные группы,
а именно, биологический процесс, молекулярная
функция и клеточный компонент, на основе анно-
таций GO с помощью программного обеспечения
BLAST2GO (https://www.blast2go.com/) [34]. Функ-
ции мРНК анализировали с помощью программ-
ного обеспечения KOBAS на основе аннотаций
базы данных KEGG [35].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Идентификация цирРНК

в камбии развивающегося стебля
Из двух частей развивающегося стебля (T и B,

взятых из апикальной и базальной частей стебля со-
ответственно) с целью идентификации цирРНК в
камбии получили шесть библиотек РНК, свобод-
ных от рРНК. Проведено полное секвенирование
транскриптомов шести образцов, и в итоге полу-
чили 113.47 Гб отфильтрованных данных. Чистые
данные каждого образца составляли 15.50 Гб, со-
держание прочтений с качеством оснований Q30 –
90.81% и выше. Наблюдали высокую степень
сходства между биологическими повторами. Чи-
стые прочтения, полученные после секвениро-
вания библиотек, использовали в картировании
на референсный геном тополя. Доля выровнен-
ных прочтений на референсный геном варьиро-

вала от 98.12 до 98.34%. Всего с использованием
программного обеспечения find_circ обнаружено
4912 цирРНК. Из идентифицированных цирРНК
3024 и 3138 найдены в T и B участках стебля соот-
ветственно (табл. 1).

Свойства цирРНК в камбии стебля
Согласно результатам картирования, цирРНК

неравномерно распределены по хромосомам то-
поля (рис. 1а). Например, количество цирРНК на
хромосомах 1, 4, 5, 6, 16 и 17 значительно больше,
чем на других хромосомах с количеством прочте-
ний, картированных на хромосомы, более 500.
Меньше всего цирРНК обнаружено на хромосо-
ме 18, на которую картировано менее 200 прочте-
ний. Выделяют три типа цирРНК, а именно, экзон-
ные, интронные и межгенные [19, 36, 37]. Большин-
ство цирРНК (76.93%) происходит из межгенных
участков (рис. 1б). Оставшаяся часть цирРНК со-
ответствует экзонам (18.00%) и интронам (5.07%)
(рис. 1б). В целом, 1133 цирРНК образуется из 928
кодирующих генов.

С целью анализа геномных локусов цирРНК
сопоставили число экзонов и длину транскрип-
тов кандидатных цирРНК с соответствующими
характеристиками белоккодирующих генов в ре-
ференсном геноме P. trichocarpa. Большинство
цирРНК из камбия стебля (72.17%) содержат 1–
2 экзона. В то же время, в линейных генах число
экзонов варьирует от 1 до 10 (рис. 2а). Длина
цирРНК из камбия стебля варьирует от 150 до
99650 н., и у большинства из них (85.27%) длина
превышает 1000 н. Напротив, длина приблизитель-
но 52.19% линейных генов превышает 1000 п.н.
Среди транскриптов длиной менее 1000 н. преоб-
ладают транскрипты длиной 200–300 н. (6.34%)
(рис. 2б).

Альтернативная циркуляризация цирРНК 
стеблевого камбия

В процессе биогенеза цирРНК растения могут
продуцировать различные альтернативные коль-
цевые формы из одного и того же локуса. Эти
формы подразделяют на два основных типа –
формы с циркуляризацией в результате альтерна-
тивного бэксплайсинга и формы с циркуляриза-

Таблица 1. Общее количество прочтений, картиро-
ванных на гены цирРНК в образцах апикального (T) и
базального (B) сегментов стебля тополя

Образец
Число 

картированных 
прочтений

Всего цирРНК

T группа 26032 3024
B группа 26835 3138



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 54  № 5  2020

ИДЕНТИФИКАЦИЯ И ХАРАКТЕРИСТИКА КОЛЬЦЕВЫХ РНК 805

цией после альтернативного сплайсинга [13, 38].
Поэтому анализировали формы альтернативной
циркуляризации цирРНК, происходящих из хо-
зяйских генов. В транскриптах 87 из 928 генов
идентифицирована циркуляризации путем аль-
тернативного бэксплайсинга. Из них 48 локусов
продуцировали две циклические изоформы, 20 –
три, семь – четыре изоформы, семь – пять изо-
форм, два – шесть изоформ, а оставшиеся три ло-
куса – восемь и более изоформ (табл. 2). Более

подробная информация о событиях циркуляриза-
ции продуктов альтернативного бэксплайсинга
представлена в табл. S1 (см. Приложение).

Идентификация дифференциально 
экспрессируемых цирРНК

Чтобы построить профили экспрессии
цирРНК в камбии из разных частей стебля пророст-
ков тополя, в T и B образцах выявлили ДЕцирРНК.

Рис. 1. Типы цирРНК и их распределение по хромосомам. а – Количество цирРНК, обнаруженных на хромосомах то-
поля; б – классификация типов цирРНК по участкам генов.
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Рис. 2. Сопоставление числа экзонов, длины транскриптов цирРНК и белоккодирующих генов из стеблевого камбия.
а – Большинство цирРНК содержат 1–2 экзона, тогда как количество экзонов в генах варьирует от 1 до 10. б – Длина
цирРНК варьирует от 150 до 99650 н. Длина большинства цирРНК превышает 1000 н., тогда как только почти полови-
на транскриптов белоккодирующих генов длиннее 1000 н.
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(табл. S2, см. Приложение). Из 4912 цирРНК,
обнаруженных в стеблевом камбии, 3024 и 3138
были специфичными для T и B образцов соответ-
ственно (рис. 3). В целом, 1250 цирРНК были
представлены в обоих образцах, а уровень экс-
прессии 818 цирРНК варьировал. В соответствии
с критериями отбора (уровень изменения > 2 раз,
P < 0.05) 39 цирРНК определены как ДЕцирРНК.
Экспрессия 14 из них была повышена, а 25 сниже-
на в образце T по сравнению с образцом B (рис. 4).

Биологические функции генов, кодирующих цирРНК

Функциональные характеристики ДЕцирРНК
недостаточно изучены, и анализ генов этих РНК
может дать ценную информацию об их функциях
в раннем развитии ствола тополя. Поскольку об-
наружена положительная корреляция между экс-
прессией цирРНК и их генов, то цирРНК, по-ви-
димому, могут влиять на транскрипцию этих ге-
нов. Например, Ac_circ04842 активно регулирует
экспрессию Achn372061 у киви [39]. Более того,
сверхэкспрессия Os08circ16564 в растениях риса
существенно подавляет экспрессию ее гена, ука-
зывая на то, что цирРНК могут негативно влиять
на экспрессию собственных генов [13]. Как пока-
зано, всего 1133 цирРНК образуется из 928 линей-
ных генов (табл. S3, см. Приложение). Далее прове-
ли GO-анализ, чтобы исследовать биологические
функции всех цирРНК и ДЕцирРНК, в частно-
сти. Гены цирРНК, классифицировали по трем
GO-категориям: биологический процесс, клеточ-
ный компонент и молекулярная функция. Гены
ДЕцирРНК, в категории биологический процесс
сосредоточены преимущественно в подкатегории
метаболический процесс; в категории клеточный
компонент – в подкатегориях клетка, часть клетки
и органелла; а в категории молекулярная функ-
ция – связывание, каталитическая активность и
активность транспортера (рис. 5). GO-аннотации
могут отражать то, что митотическая активность
камбия требует метаболической активности клеток,
чтобы обеспечить их энергией. Кроме того, выпол-
нили COG-классификацию функций ДЕцирРНК,
чтобы оценить влияние цирРНК на развитие кам-
бия [31] (рис. 6). Гены, продуцирующие ДЕцирРНК,
сосредоточены в функциональном классе O (по-
сттрансляционная модификация, обмен белка и
шапероны), что позволяет предположить вовле-
ченность ДЕцирРНК в регуляцию роста и разви-
тия камбия.

Предсказание микроРНК-мишеней цирРНК

Действуя, как губки для микроРНК, цирРНК
играют регуляторную роль в процессе роста и раз-
вития растений. С помощью программного обес-
печения Target Finder проведен поиск вероятных
микроРНК-мишеней среди цирРНК, чтобы опре-

делить, способны ли экспрессируемые цирРНК
связываться с микроРНК. В целом, выявлены
вероятные взаимодействия между 2608 цирРНК
и 391 микроРНК (табл. S4, см. Приложение). В
ходе анализа взаимодействий ДЕцирРНК–мик-
роРНК установлено, что 24 ДЕцирРНК взаимо-
действуют с 98 микроРНК в качестве мишеней
(рис. 7 и табл. S5 Приложения). Согласно пред-
сказаниям, некоторые из этих микроРНК могут
участвовать в процессе вторичного роста или ре-
гулировать время перехода между ювенильной и
зрелой фазами роста (табл. 3). МикроРНК-мише-
ни включают miR397, которая участвует в регуля-
ции развития ксилемы у древесных растений [8], и
miR475b, влияющую на свойства древесины тополя
[40]. Кроме того, подавление miR156 с участием
miR159 регулирует переход между ювенильной и
зрелой фазами роста у Arabidopsis [41, 42]. Следова-
тельно, цирРНК могут функционировать в каче-
стве губок микроРНК, участвуя в регуляции роста
и развития стеблевого камбия.

Далее изучили функциональные аннотации
GO и KEGG генов-мишеней микроРНК, чтобы
получить более детальное представление о функ-
циях ДЕцирРНК в регуляции вторичного роста
(рис. S1 и S2, см. Приложение). Функциональные
аннотации GO показывают, что эти гены-мише-

Таблица 2. Количество альтернативных изоформ
цирРНК

Число изоформ цирРНК
Число генов, 

продуцирующих
цирРНК

2 48
3 20
4 7
5 7
6 2
7 0

≥8 3

Рис. 3. Диаграмма Венна, показывающая количество
цирРНК в камбии апикального (T) и базального (B)
сегментов молодых побегов тополя.

1774 1250 1888

T B
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Рис. 4. Вулканная диаграмма ДЕцирРНК. Точки на диаграмме соответствуют индивидуальным цирРНК. По оси абс-
цисс отложен логарифм изменения уровня экспрессии цирРНК между двумя образцами. По оси ординат – отрица-
тельные значения логарифма частоты обнаружения ошибок. Зелеными точками (верхняя левая часть рисунка) обо-
значены цирРНК с пониженной экспрессией; красными точками (верхняя правая часть рисунка) – цирРНК с повы-
шенной экспрессией, черными точками (нижняя часть рисунка) – цирРНК, не проявляющие значимых отличий в
уровне экспрессии.

2

1

0

–2 0
log2 изменения экспрессии

lg
P

2

Статистически значимое
изменение экспрессии

Увеличение: 14
Уменьшение: 25
Без изменений: 778

Таблица 3. цирРНК и соответствующие микроРНК, вовлеченные в рост и развитие камбия апикальной и ба-
зальной частей стебля

Номер Дифференциально 
экспрессируемые цирРНК микроРНК Функция

1 Chr05:2587017|2638495
Chr11:17548373|17558007
Chr13:14120175|14145746
Chr13:15159102|15170879

miR156 Регулирует сроки перехода между ювениль-
ной и зрелой фазами роста

2 Chr10:16885655|16935749
Chr15:1165512|1225938
Chr16:1225756|1258413
Chr19:2009222|2072715

miR159 Регулирует сроки ветегативного роста 
у A. thaliana

3 Chr04:669703|693169
Chr04:670987|694645

miR397 Регулирует синтез лакказы

4 Chr05:8054520|8056920
Chr16:1225756|1258413

miR408 Регулирует синтез лакказы

5 Chr13:12314477|12340313 miR475 Влияет на рост и свойства древесины
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ни относятся в основном к подкатегориям мета-
болический процесс и клеточный процесс катего-
рии биологический процесс. Функциональные
аннотации KEGG указывают на преимуществен-
ную кластеризацию мРНК в метаболизме углево-
дов. Согласно полученным результатам, цирРНК
могут участвовать в регуляции роста и развития
камбия в качестве губок, оттитровывающих мик-
роРНК некоторых генов-мишеней.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

С использованием технологий высокопроизво-
дительного секвенирования в сочетании с метода-
ми биоинформатики у модельных организмов и че-
ловека идентифицированы тысячи цирРНК [21,
43]. Вслед за развитием технологий высокопроиз-
водительного секвенирования созданы базы дан-
ных цирРНК растений, в которых депонированы
цирРНК риса, A. thaliana, томатов, кукурузы и яч-

Рис. 5. Распределение генов цирРНК и дифференциально экспрессированные цирРНК по функциональным катего-
риям. На основе GO-аннотаций гены классифицированы по подкатегориям биологического процесса, клеточного
компонента и молекулярной функции онтологии генов.
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меня [44]. Тем не менее, информация о цирРНК у
видов Populus отсутствовала. В нашей работе выяв-
лены в общей сложности 4912 цирРНК в камбии
апикальной и базальной частей стеблей пророст-
ков тополя. Количество идентифицированных
цирРНК сопоставимо с их количеством у других
видов растений, например, 12037 цирРНК обна-
ружено в корнях риса, 6012 в листьях A. thaliana
[22]. Размер генома A. thaliana равен 120 млн.п.н.,
риса – 389 млн.п.н. [14, 45]. Геном P. trichocarpa
значительно больше (550 млн.п.н.), чем у A. thali-
ana и риса, но количество цирРНК, идентифици-
рованных у тополя, меньше, чем у A. thaliana и ри-
са. Это различие может быть связано с тем, что мы
исследовали только ткань ствола тополя и не анали-
зировали другие ткани. Другой причиной меньшего
количества цирРНК может быть то, что мы не ис-
пользовали обогащение цирРНК в библиотеке пу-
тем обработки фракции РНК РНКазой R.

Для изучения функции ДЕцирРНК, связан-
ных с развитием камбия, провели GO- и COG-
анализ продуцирующих их генов. Гены цирРНК
классифицированы по трем основным функцио-
нальным категориям, а именно, биологический
процесс, клеточный компонент и молекулярная
функция. В ходе COG-анализа установлено, что
ДЕцирРНК сосредоточены в классе O-функций.
Мы предполагаем, что непрерывное деление кле-
ток камбия, от которого дифференцируются кси-
лема и флоэма, может потребовать существенной
модификации или обмена белков. Подобные ре-
зультаты впервые представлены для Populus. Пред-

полагается, что развитие стволового камбия топо-
ля может регулироваться цирРНК.

Ранее установили, что цирРНК, выступая в
роли губок для микроРНК, выполняют регуля-
торные функции в процессе роста и развития жи-
вотных, людей и растений [13, 22, 46]. Однако от-
мечено, что лишь несколько цирРНК участвуют в
адсорбции микроРНК [47]. Показано, что сверх-
экспрессия цирРНК Os08circ16564 в растениях
риса не привела к изменению уровня экспрессии
OsmiR172 – мишени этой цирРНК [13]. Деталь-
ный анализ регуляторных функций цирРНК еще
отсутствует, поэтому необходимо их дальнейшее
экспериментальное изучение. У пшеницы обна-
ружено шесть цирРНК, потенциальных мишеней
26 микроРНК [15], а в растениях томата выявле-
ны 102 цирРНК, которые могут служить мишеня-
ми для 24 микроРНК [48]. Однако в настоящее
время цирРНК с потенциальной адсорбционной
способностью составляют лишь небольшую часть
от обнаруженных у разных видов растений. Напри-
мер, согласно предсказанию, только небольшая
доля цирРНК A. thaliana и риса (5.0 и 6.6% соответ-
ственно) рассматривается в качестве потенциаль-
ных мишеней микроРНК [22]. Еще меньшая доля
(0.67%) предсказана у A. thaliana [14]. Однако в на-
стоящем исследовании выявлено взаимодействие
между 2608 цирРНК и 391 микроРНК, что состав-
ляет 53% от общего числа цирРНК у P. trichocarpa.
Мы предполагаем, что большинство идентифи-
цированных у Populus цирРНК являются новыми,
отличными от цирРНК, обнаруженных ранее у
A. thaliana и риса. Это может быть связано с ме-

Рис. 6. Функциональная COG-классификация генов, продуцирующих дифференциально экспрессированные
цирРНК. По оси абсцисс отложены функциональные классы COG. По оси ординат отложена доля генов в каждом
классе.
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стом отбора проб (камбий) и тем самым указыва-
ет на то, что камбий может содержать отдельную
регуляторную сеть цирРНК. Однако подтвержде-
ние этой гипотезы требует проведения дополни-
тельных экспериментов.

Примечание: Исходные файлы прочтений в
формате fastq загружены на SRA NCBI (https://
submit.ncbi.nlm.nih.gov/), идентификационный
номер PRJNA608835.

Авторы выражают благодарность Huimin Xu из
Университета Пекина за помощь в подготовке
образцов, а также Robert McKenzie из Liwen Bian-
ji, Edanz Group China (www.liwenbianji.cn/ac) за
редактирование черновой версии текста ману-
скрипта на английском языке.
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Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
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честве объектов исследований.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта ин-
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IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF circRNAs
IN THE DEVELOPING STEM CAMBIUM OF POPLAR SEEDLINGS

W. Q. Zheng1, 2, Y. Zhang1, 2, B. Chen1, 2, M. Wei3, X. W. Wang1, 2, and L. Du1, 2, *
1Beijing Advanced Innovation Center of Tree Breeding by Molecular Design, Beijing Forestry University, Beijing, 100083 China

2College of Biological Sciences and Technology, Beijing Forestry University, Beijing, 100083 China
3COFCO Nutrition & Health Research Institute, Beijing, 102209 China

*e-mail: duliang@bjfu.edu.cn

Non-coding RNAs are a class of RNAs with multiple roles in plant life. Covalently closed circular RNA mol-
ecules (circRNAs) have been recently shown to be a group of RNA isoforms that show widespread tissue-spe-
cific expression in plants, often cooperating with the corresponding linear mRNAs to regulate gene function.
However, no previous study of poplar has identified circRNAs in the cambium and determined their potential
roles in the cambium or xylem development. In the present study, we sequenced RNAs in the cambium of
poplar seedlings at two developmental stages, and identified and characterized 4912 circRNAs. Alternative
back-splicing circularization events for 87 genes were identified among the circRNAs derived from different
chromosomes. A total of 1138 circRNAs originated from 928 host genes, which were classified among the
three major functional categories by GO analysis. Thirty-nine circRNAs were differentially expressed be-
tween cambium samples of stems at two developmental stages. Twenty-four DEcircRNAs interacted with 98
miRNAs as targets, of which some were associated with cambium growth and development. The results sug-
gest that circRNAs play important roles in the cambium in relation to the regulation of stem growth and de-
velopment in poplar seedlings.

Keywords: poplar, circRNA, cambium, miRNA, differential expression, GO analysis



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


