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Показано, что при выращивании в лабораторных условиях растений Arabidopsis 

thaliana из разных популяций Карелии время начала их цветения зависит от яро-

визации, то есть воздействия низких температур различной продолжительности. 

Выявлен полиморфизм популяций по этому адаптивному признаку. Популяции 

A. thaliana Кончезеро и Шуйская характеризовались высокой частотой позднецве-

тущих форм (без предварительной холодовой обработки растения зацветали через 

4–6 месяцев). Популяция Царевичи оказалась гетерогенной по срокам зацветания 

(позднецветущие и раннецветущие формы) растений. Популяции различались так-

же и по реакции на яровизацию растений, входящих в их состав. Проанализирована 

динамика уровня транскриптов гена метилтрансферазы гистонов CLF (CURLY LEAF) 

в ходе яровизации растений A. thaliana из трех изученных популяций Карелии. По-

казано, что в процессе холодового воздействия транскрипционная активность CLF 

имеет тенденцию к постепенному усилению к 20-му и 30-му дню яровизации ра-

стений, а затем достоверно снижается к 40-му дню (p < 0,01). Результаты ANOVA 

демонстрируют, что характер изменения транскриптов CLF в ходе яровизации не 

зависел от принадлежности растений к трем из изученных популяций Карелии 

(F = 1,1; p = 0,34; η = 0,02). Сопоставление динамики экспрессии гена CLF с дина-

микой транскриптов гена FLC, контролирующего время цветения, позволило пред-

положить, что метилтрансфераза гистонов CLF участвует в регуляции экспрессии 

гена FLC при яровизации растений A. thaliana.
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It has been shown that when Arabidopsis thaliana plants from different populations 

of Karelia are grown in laboratory conditions, the time of their flowering depends on 

vernalization, i.e. the effect of low temperatures of varying duration. This adaptive trait 

proved to have populational polymorphism. The Konchezero and Shuiskaya A. thaliana 

populations featured a high frequency of late-flowering forms (without a cold pre-treat-

ment, plants began to bloom in 4-6 months). The Tsarevichi population turned out to be 

heterogeneous in terms of flowering (both late-flowering and early-flowering forms). 

The populations also differed in the response to vernalization. We analyzed the dynamics 

of the transcription level of the histone methyltransferase gene CLF (CURLY LEAF) during 

vernalization in A. thaliana plants from three populations in Karelia and found that during 

cold exposure, the transcriptional activity of CLF tended to gradually increase towards 

the 20th and 30th days of plant vernalization and then significantly declined towards the 

40th day (p < 0.01). The ANOVA results demonstrate that the pattern of changes in CLF 

transcription during vernalization did not depend on the population to which the plants 

belonged (F = 1.1; p = 0.34; η = 0.02). Comparison of the dynamics of CLF gene expres-

sion with the transcription dynamics of the FLC gene, which controls flowering time, sug-

gests that histone methyltransferase CLF is involved in regulating FLC gene expression 

during vernalization of A. thaliana plants.
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Введение

Адаптация к условиям окружающей сре-

ды имеет большое значение для живых орга-

низмов. Время начала цветения для растений 

является одним из важнейших адаптивных 

признаков: оно должно происходить строго в 

определенное время, чтобы обеспечить макси-

мальный репродуктивный успех. В частности, 

для растений из популяций на северной грани-

це ареала этот признак, вероятно, имеет боль-

шое значение в силу высокого риска действия 

заморозков в период цветения и формирова-

ния семян. В настоящее время наблюдается 

огромный прогресс в изучении генетических 

и эпигенетических механизмов, участвующих 

в процессах адаптации. Именно эпигенетиче-

ские механизмы позволяют организму адап-

тироваться к флуктуациям климатических ус-

ловий быстрее, чем изменение генотипа в ре-

зультате отбора и эволюции. Поэтому изучение 

эпигенетических механизмов регуляции актив-

ности генов, отвечающих за процессы адапта-

ции, является актуальным. 

Примером эпигенетического механизма 

адаптации A. thaliana к нестабильным условиям 

на северной периферии ареала вида являет-

ся репрессия гена FLOWERING LOCUS C (FLC), 

который кодирует ингибирующий цветение 

фактор транскрипции FLC [Schmitz, Amasino, 

2007; He, 2009]. В связи с этим для индукции 

цветения многих растений северных и умерен-

ных широт необходима репрессия FLC, которая 

происходит под воздействием низких темпера-

тур – яровизации. 

Большую роль в эпигенетических механиз-

мах адаптации живых организмов играют гены, 

кодирующие белки, участвующие в регуляции 

конформации хроматина путем модификации 

гистонов. Эти белки объединены в две большие 

антагонистические по своему действию группы – 

Polycomb Group (PcG) и trithorax Group (trxG). 
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Белки PcG участвуют в поддержании «молча-

щего» статуса гена (репрессированного), а 

белки trxG вовлечены в поддержание активно-

го статуса генной экспрессии. Белки одного из 

PcG-комплексов – PRC2 (Polycomb Repressive 

Complex) – присутствуют у всех многоклеточных 

эукариот. Высокая степень эволюционной ста-

бильности PRC2-комплекса свидетельствует о 

важности выполняемых им функций у живых ор-

ганизмов [Heo, Sung, 2011; Baile et al., 2022]. 

Под воздействием холода запускаются меха-

низмы эпигенетического контроля, переводя-

щие ген FLC у A. thaliana в репрессивное состо-

яние. Холодовой стресс индуцирует экспрес-

сию гена VIN3 (VERNALIZATION INSENSITIVE 3), 

кодирующего транскрипционный фактор, от-

носящийся к группе PHD (Plant Homeo Domen 

finger) и отвечающий за сайт-специфическое 

связывание с хроматином. VIN3 необходим для 

запуска молекулярных механизмов модифика-

ции хроматина FLC. Пролонгированное воздей-

ствие холода приводит к усилению экспрессии 

VIN3, при этом транскрипционный фактор VIN3 

связывается с мультибелковым комплексом 

PRC2 [Yu et al., 2023]. Этот комплекс способен 

блокировать транскрипцию генов-мишеней 

путем метилирования гистонов и формирова-

ния плотной структуры хроматина. PRC2 опо-

средует метилирование гистона H3 по Lys27 

(H3K27me3) через его коровый компонент – 

гистон метилтрансферазу – CLF [Godwin, Far-

rona, 2022]. CLF, кодируемый геном CLF (CURLY 

LEAF), имеет домен SET и, как все подобные 

белки, обладает H3K27-метилтрансферазной 

активностью [Jiang et al., 2008]. У растений 

из семейства крестоцветных, в частности не-

которых сортов рапса (Brassica napus L.), со-

гласно данным QTL-анализа, время цветения 

контролируется по меньшей мере 20 локусами. 

Среди генов-кандидатов, участвующих в ре-

гуляции этого адаптивного признака, названы 

гомологи известных генов времени цветения 

у Arabidopsis: VERNALISATION INSENSITIVE 3, 

APETALA1, CAULIFLOWER, FLOWERING LOCUS C, 

FLOWERING LOCUS T, CURLY LEAF, SHORT 

VEGETATIVE PHASE, GA3 OXIDASE и LEAFY 

[Raman et al., 2013]. Мутантные растения 

Brassica rapa с потерей функции clf-1 демон-

стрируют ускоренное цветение вместе с дру-

гими фенотипическими изменениями по срав-

нению с растениями дикого типа [Poza-Viejo et 

al., 2024]. При этом в областях хроматина, со-

ответствующих генам, регулирующим цвете-

ние (FT, SOC1 и SEP3), наблюдается снижение 

уровня H3K27me3 и повышение уровня соот-

ветствующих транскриптов по сравнению с ра-

стениями дикого типа [Poza-Viejo et al., 2024]. 

Это позволило авторам заявить, что указан-

ные гены являются прямыми целями для CLF и 

ключевыми игроками в регулировании време-

ни цветения Brassica rapa. Таким образом, ме-

тилтрансфераза гистонов может участвовать в 

регуляции состояния хроматина и экспрессии 

генов, регулирующих время цветения, в том чи-

сле и FLC. В результате уровень метилирован-

ных гистонов хроматина FLC постепенно уве-

личивается, что способствует формированию 

плотной структуры хроматина [Heo, Sung, 2011; 

Chen, Penfield, 2018] и ассоциируется с транс-

крипционно «молчащим» состоянием гена. В 

настоящее время считается, что процесс ре-

гуляции экспрессии FLC представляет собой 

модель контроля экспрессии других генов раз-

вития у растений путем хроматиновых моди-

фикаций [He, 2009; Berry, Dean, 2015]. Тем не 

менее роль метилтрансферазы гистонов CLF в 

регуляции экспрессии гена FLC и других генов, 

участвующих в контроле адаптивного призна-

ка «время цветения», до конца не изучена. Как 

уже было отмечено, для ускорения или запу-

ска процесса цветения растений A. thaliana из 

популяций Карелии необходим этап воздейст-

вия низкими положительными температурами 

(яровизация). При этом, вероятно, важнейшую 

роль в опосредованном действием низких тем-

ператур зацветании растений из этих популя-

ций играет активация пути FRI-FLC [Курбидаева 

и др., 2013]. В то же время у растений из других 

популяций или линий могут быть задейство-

ваны альтернативные пути индукции цветения 

без этапа яровизации и, по-видимому, в обход 

активации локуса FRI (FRIGIDA). Как показано, 

CLF также участвует в реализации сигналов хо-

лодового стресса [Nugroho et al., 2023]. Однако 

вопрос о том, как изменяется уровень транс-

криптов гена CLF в ходе яровизации растений 

A. thaliana из популяций Карелии и связан ли 

он с транскрипционной активностью гена FLC, 

остается открытым. 

Таким образом, целью исследования явилось 

изучение уровня транскриптов гена CLF в ходе 

яровизации растений из разных популяций Ка-

релии и его связи с уровнем транскриптов FLC 

и началом времени цветения.

Материалы и методы

В работе использовали растения A. thaliana, 

выращенные из собранных в природе семян се-

верных природных популяций, находящихся в 

Карелии. Анализ экспрессии генов FLC и CLF 

проводили на молодых листьях растений из трех 

карельских популяций: Царевичи (62°01’ с. ш. 

34°25’ в. д.), Шуйская (61°56’ с. ш. 34°25’ в. д.), 
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Кончезеро (62°08’ с. ш. 34°01’ в. д.). Названия 

популяций даны в соответствии с близлежащи-

ми населенными пунктами. Популяции Шуйская 

и Кончезеро представлены поздноцветущими 

формами растений, а Царевичи – смешанная по 

времени начала цветения популяция (присутст-

вуют как ранние, так и поздние формы растений).

Выращивание растений в лабораторных 

условиях проводили по общепринятым мето-

дикам культивирования арабидопсиса [Иванов 

и др., 1966]. Семена высевали в чашки Петри 

на простую среду по Гихнеру – Велеминскому, 

которая готовилась на основе 8%-го агар-агара 

с добавлением растворов макро- и микроэле-

ментов, и проращивали под люминесцентными 

лампами при температуре 22–24 °С и 16-ча-

совом фотопериоде (10000 лк). Яровизацию 

проводили на проростках (стадия розетки). 

Для яровизации чашки Петри с 14-дневными 

проростками переносили на холод (2–4 °С) 

на 10, 20, 30, 40 или 63 (9 недель) дня. Для 

определения времени начала цветения моло-

дые растения пересаживали из чашек Петри 

в почву (смесь земли и песка 1:1) и выращива-

ли в тех же условиях. Время начала цветения 

определяли у 60 растений из каждой популяции 

(от момента посева за вычетом количества дней 

яровизации).

Проведен анализ уровня транскриптов ге-

нов FLC  и  CLF. Выделение суммарной РНК из 

листьев растений осуществлялось с исполь-

зованием набора Extract RNA («Евроген», Рос-

сия) по протоколу производителя. Качество и 

количество РНК определяли на спектрофото-

метре SmartSpec (Bio-Rad, США). Первую цепь 

кДНК синтезировали с помощью набора для 

обратной транскрипции MMLVRT kit («Евро-

ген»). Содержание мРНК оценивали методом 

ПЦР в режиме реального времени с интерка-

лирующим красителем SYBRGreen на прибо-

ре iCycler iQ5 (Bio-Rad, США) с набором для 

ПЦР-РВ («Евроген»). Для определения уровня 

экспрессии генов каждую ПЦР проводили два 

раза, на пяти независимых образцах кДНК. 

Последовательности праймеров для анализа 

экспрессии: FLC f: 5’-GCCAAGAAGACC-GAACT-

CATGTTGA-3’, r: 5’-CAACCGCCGATTTAAGGTG-

GCTA-3’ (номер доступа в NCBI – AT5G10140); 

CLF f: 5’- CATCGCCAAAGGTGAAAGGTAGTG-3’ 

r: 5’-CATCGCTGGGTGAACAACTTCC-3’ (номер 

доступа в NCBI – AT2G23380). Дизайн прайме-

ров и расчет температуры плавления выпол-

няли с помощью программы Beacon Disigner 5. 

Анализ относительного содержания транс-

криптов проводился с помощью метода 2-ΔΔCt 

[Livak, Schmittgen, 2001], основанного на нор-

мализации данных по экспрессии относительно 

двух референсных генов. Рассчитывалась 

разница значений C
t
 (ΔC

t
) между целевым 

и референсными генами, затем сравнива-

лись значения ΔC
t 

контрольного и опытного 

образцов. В качестве референсных исполь-

зованы гены 18sRNA (номер доступа в NCBI – 

1G30960) и ACTIN8 (номер доступа в NCBI – 

AF494822.1) [Gutierrez et al., 2008], которые 

характеризуются конститутивной экспрес-

сией. Последовательности праймеров рефе-

ренсных генов: 18sRNAf: 5’-TGCCCGTTGCTCT-

GATGA-3’, r: 5’-GGATGTGGTAGCCGTTTCT-3’; 

ACTIN8f: 5’-GCAGACCGTATGAGCAAAGAG-3’, 

r: 5’-TGAGGGAAGCAAGGATAGAACC-3’. О спе-

цифичности фрагментов судили по кривым 

плавления.

Экспериментальные данные обрабатывали 

с использованием статистических программ 

Microsoft Excel и Statgraphics 2.1 (ANOVA). На 

рисунках данные представлены в виде средних 

значений и ошибки среднего. Достоверность 

различий содержания мРНК FLC и CLF в ли-

стьях растений разных популяций и между от-

дельными группами растений по длительности 

яровизации оценивали с помощью непараме-

трического критерия Манна – Уитни (U-тест).

Исследования выполнены на научном обору-

довании Центра коллективного пользования Фе-

дерального исследовательского центра «Карель-

ский научный центр Российской академии наук».

Результаты и обсуждение 

Влияние длительности яровизации 

на время начала цветения A. thaliana 

северных популяций

Изучение времени начала цветения 

A. thaliana показало, что карельские популяции 

представлены в основном позднецветущими 

формами растений. К ним относятся популяции 

Кончезеро и Шуйская, которые без предвари-

тельной холодовой обработки зацветают через 

4–6 месяцев. Популяция Царевичи оказалась 

гетерогенной по срокам зацветания, в ней при-

сутствуют как позднецветущие, так и раннецве-

тущие формы растений. Популяции различают-

ся также и по реакции на яровизацию растений, 

входящих в их состав. Результаты представ-

лены на графиках (рис. 1), из которых видно, 

что длительная яровизация (40 дн.) приводит 

к раннему цветению всех растений из популя-

ции Царевичи. В популяциях, представленных 

поздними формами растений, наблюдается не-

значительное ускорение времени начала цве-

тения; при этом большая доля растений не за-

цветает в течение почти трех месяцев.
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Изучение транскрипционной активности 

гена CLF – компонента комплекса PRC2

в процессе яровизации растений A. thaliana 

северных популяций

Показано, что уровень экспрессии гена CLF 

у растений A. thaliana до воздействия на них 

низких положительных температур различался 

в зависимости от принадлежности к популяции 

(рис. 2). Анализ экспрессии CLF проводили на 

неяровизированных растениях и растениях, 

подвергшихся яровизации в течение 10, 20, 30 

и 40 дней. Уровень транскриптов CLF у неяро-

визированных растений из популяции Шуйская 

был ниже, чем у растений двух других популя-

ций (p < 0,01) (рис. 2). 

Рис. 1. Влияние длительности яровизации на время начала 

цветения растений A. thaliana северных природных популяций:

NV – цветущие растения без яровизации; V30 и V40 – цветущие расте-

ния при яровизации 30 или 40 суток. По оси X – доля цветущих расте-

ний (%); по оси Y – количество дней до начала цветения

Fig. 1. The influence of the vernalization duration on the time of the 

onset of flowering of A. thaliana plants of northern natural population:

NV – flowering plants without vernalization; V30 and V40 – flowering plants 

with vernalization for 30 or 40 days. X-axis – proportion of flowering plants 

(%); Y-axis – number of days before flowering
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Согласно результатам ANOVA, характер из-

менения уровня транскриптов гена CLF в ходе 

яровизации не зависел от принадлежности 

растений к определенной популяции (F = 1,1; 

p = 0,34; η = 0,02). Вероятно, это может быть 

связано с тем, что сложный признак «вре-

мя начала цветения» контролируется боль-

шим количеством генов помимо CLF, а так-

же за счет изменения уровня некодирующих 

РНК [Raman et al., 2013]. Далее в процессе 

холодового воздействия транскрипционная 

активность CLF имеет тенденцию к посте-

пенному усилению к 20-му дню яровизации 

растений и затем достоверно снижается к 

40-му дню в популяциях Царевичи и Кончезе-

ро (p < 0,01).

Ускорению темпов цветения растений 

в ходе яровизации в северных популяциях 

A. thaliana, возможно, способствуют другие ге-

нетические и/или эпигенетические факторы. 

В частности, в экспериментах на еже сбор-

ной (Dactylis glomerata) показано, что раннее 

цветение растений было вызвано гипермети-

лированием ДНК генов. По данным авторов 

[Yang et al., 2022], условия короткого дня и 

низких температур (осень и зима) приводят к 

повышенному метилированию ДНК, которое 

усиливает транскрипционную активность ге-

нов яровизационного пути (VIN3, VRN1, SWN 

и др.). Среди генов, участвующих в контроле 

времени цветения, как было указано выше, 

важнейшую роль играет ген FLC.

Ранее нами проанализирована динамика 

транскрипционной активности гена FLC – цен-

трального ингибитора инициации цветения 

Arabidopsis thaliana в изученных популяциях 

[Федоренко и др., 2019]. Сопоставление уров-

ня транскриптов генов CLF и FLC при ярови-

зации показало, что на начальной стадии хо-

лодовой обработки количество транскриптов 

CLF находится в соответствии с транскрип-

цией гена FLC, которая также увеличивается 

к 20-му дню яровизации у растений из сме-

шанной по времени цветения популяции Царе-

вичи и к 30-му дню в популяциях позднецвету-

щих растений (Кончезеро и Шуйская) (рис. 3) 

[Зарецкая и др., 2023]. Корреляционный ана-

лиз показал, что количество транскриптов гена 

CLF коррелирует с уровнем экспрессии гена 

FLC в ходе яровизации у растений популяции 

Рис. 2. Относительный уровень экспрессии гена CLF у растений 

A. thaliana карельских популяций:

по оси X – продолжительность яровизации растений: nv – без яровизации; 10, 

20, 30, 40 – длительность яровизации в сутках; по оси Y – относительный уро-

вень транскриптов CLF в отн. ед. Значимость различий относительного уровня 

транскриптов CLF у растений, подвергшихся 20-дн. яровизации, по сравнению 

с 40-дн. из популяций Царевичи и Кончезеро p < 0,01; все остальные сравне-

ния незначимы. Звездочками отмечена значимость различий в экспрессии гена 

для популяций без яровизации (Шуйская – Царевичи и Шуйская – Кончезеро): 

p < 0,01

Fig. 2. Relative expression level of the CLF gene in A. thaliana plants of the 

Karelian populations:

X-axis – duration of plant vernalization: nv – no vernalization; 10, 20, 30, 40 – duration 

of vernalization in days; Y-axis – relative level of CLF transcripts in rel. units. The sig-

nificance of differences in the relative level of CLF transcripts in plants subjected to 

20-day vernalization compared to 40-day vernalization from the Tsarevichi and Kon-

chezero populations is p < 0.01; all other comparisons are not significant; Asterisks 

indicate the significance of differences in gene expression for populations without 

vernalization (Shuiskaya-Tsarevichi and Shuiskaya-Konchezero): p < 0.01
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Царевичи (r = 0,63; p = 0,02). По-видимому, 

это связано с задержкой процесса накопления 

репрессирующих меток H3K27me3 в хромати-

не FLC и влияния их на репрессию этого гена. 

Кроме того, имеются данные, свидетельству-

ющие о том, что увеличение количества меток 

H3K27me3 не всегда связано с повышением 

экспрессии CLF [Wang et al., 2024]. Положи-

тельная корреляция также может быть связа-

на с альтернативными путями регуляции FLC. 

Так, при скрининге мутантов, которым больше 

не требуется яровизация для быстрого цвете-

ния, был идентифицирован доминантный ал-

лель clf-59 [Doyle, Amasino, 2009]. Мутантные 

растения со сниженной активностью метил-

трансферазы CLF цветут рано и имеют пони-

женную экспрессию FLC и повышенные уров-

ни триметилирования лизина 27 гистона H3 

(H3K27me3) в FLC, что, вероятно, связано с ак-

тивацией независимых от CLF механизмов ре-

гулирования экспрессии этого гена. 

Исходя из представленных в указанной ста-

тье данных, CLF, вероятно, подавляет экспрес-

сию FLC без некоторых компонентов, необхо-

димых для репрессии, опосредованной ярови-

зацией [Doyle, Amasino, 2009]. Doyle и Amasino 

также показали, что существует заметная 

разница в уровнях H3K27me3 в локусе FLC меж-

ду растениями, которые содержат ген FRI, и 

теми, у которых он отсутствует [Doyle, Amasino, 

2009]. Также имеются данные, свидетельствую-

щие о том, что не всегда метилирование гисто-

нов гена-мишени сопровождается подавлением 

его транскрипционной активности. В частности, 

показано [Faivre et al., 2024], что у мутантных 

растений A. thaliana с дефектным геном метил-

трансферазы CLF многие гены, регулируемые 

холодом, демонстрируют пониженные уровни 

репрессирующих меток H3K27me3, но их транс-

крипционная активность не изменяется до или 

во время воздействия холода. Это позволяет 

предположить, что H3K27me3 может играть бо-

лее сложную роль в реакции на холод, чем про-

стое подавление генов, индуцируемых холодом.

Заключение

В результате проведенного исследования 

удалось установить, что яровизация растений 

A. thaliana сопровождается изменением транс-

крипционной активности гена CLF. В процессе 

холодовой обработки растений A. thaliana ген 

гистон метилтрансферазы CLF активно транс-

крибируется и, вероятно, участвует в подав-

лении экспрессии центрального ингибитора 

инициации цветения – FLC. При переходе FLC 

в репрессивное состояние транскрипционная 

активность CLF снижается к 40-му дню ярови-

зации. По-видимому, ускорение времени за-

цветания за счет воздействия низкими положи-

тельными температурами у A. thaliana из попу-

ляций Карелии с позднецветущими формами 

растений связано с изменением транскрипци-

онной активности генов CLF и FLC.

Рис. 3. Изменение уровня транскриптов гена FLC в процессе яровизации ра-

стений A. thaliana северных популяций:

по оси Х – условия выращивания растений: nv – без яровизации; 10, 20…63 – длительность 

яровизации в сутках; по оси Y – относительный уровень транскриптов FLC (отн. ед. * 10000) 

[Зарецкая и др., 2023]

Fig. 3. Changes in the level of FLC gene transcripts during vernalization of A. thaliana 

plants of northern populations:

X-axis – plant growing conditions: nv – without vernalization; 10, 20…63 – duration of vernaliza-

tion in days; Y-axis – relative level of FLC transcripts (rel. units * 10000) [Zaretskaya et al., 2023]
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